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OZET

Bu calismada; 17 farkli bitkisel dokunun, farkli hacimlerdeki ham enzim
ekstraktlarinin spektrofotmetrik yontemle polifenol oksidaz (PPO) aktivitelerinin
incelenmesi ve PPO aktivitesi yiliksek olan dokularin kullanilmasiyla hazirlanan
biyosensorlerin  fenolik bilesik tayinine yoOnelik olarak uygulanabilirliklerinin

arastirilmasi amac¢lanmustir.

Anamur muzu kabugu, yerelmasi, bakla, siyah-kokulu iiziim, giivem, fasulye,
bezelye, kurutulmus kaktiis, kuru aloe vera (lifli ve lifsiz), alabag tohumu, alabas
sebzesi, kereviz, ayva, enginar, patlican, Trabzon hurmasi ve kuru ke¢iboynuzunun
farkl1 ham enzim ekstraktlarinin spektrofotometrik yontemle 0.02 M katesol varliginda
Polifenol oksidaz aktiviteleri tarandi. Spektrofotmetrik tarama sonunda, Polifenol
oksidaz aktivitesi diger dokularin tiimiinden daha yiliksek bulunan Anamur muzu
kabugu, yerelmasi ve baklanin spesifik aktivite degerleri belirlendi ve biyosensorlerde
biyobilesen olarak denenmelerine karar verildi. Deneysel ¢alismalarda, standart substrat
olarak katesol kullanildi. Ayrica, bakla dokusu ic¢in ikinci substrat olarak L-Dopa
kullanildi.

Katesol tayin sinirlari, yerelmasi biyosensoriinde 2-10 uM, Muz kabugu
biyosensoriinde 5-40 uM ve bakla biyosensoriinde 10-100 pM olarak bulundu. Ayrica,
L-Dopa tayinine yonelik bakla dokusu biyosensdrii i¢in tayin sinir1 0,5-5 uM araliginda

belirlendi.

Daha sonra tekrar kullanilabilirlik dlgtimleri yapildi ve bu islemler sonucunda,
katesol tayinine yonelik secilen bitki dokular1 i¢in standart sapma ve varyasyon
katsay1s1 degerleri sirayla sdyle bulundu: Muz kabugu dokusu i¢in + 0.3294 uM ve %
1.4, yerelmasi dokusu i¢in £ 0.0746 uM ve % 1, bakla dokusu icin = 0.8392 uM ve
%2’ dir. Ayrica, bakla dokusu i¢in L-Dopa tayinine yonelik degerler ise; standart
sapma + 0.0558 uM ve varyasyon katsayis1 % 1.8 olarak belirlendi.

En son olarak operasyon kararliliklar1 denemeleri yapildi. Hazirlanan
biyosensorler, 6 sar kez (180 dk) ol¢limler sonunda, bu ii¢ doku sensorii icin PPO

aktivitelerinde hi¢ azalma olmadi. Ancak, on ikinci kez yapilan (360 dk) 6l¢timlerden



sonra muz kabuklar biyosensoriinde % 45, yerelmasi biyosensoriinde % 35 ve bakla
biyosensoriinde % 46 aktivite kaybi goriildii. Ayrica, L-Dopa tayinine yonelik bakla

biyosensoriiniin aktivitesinde de % 42 azalma goriildii.

Sonug olarak; PPO aktivitesi yiiksek bulunan bu {ii¢ bitkisel doku ile fenolik
bilesiklerinin tayinine yonelik bitkisel doku temelli biyosensor hazirlandi. Katesol tayini
icin biitlin dokularla, L-Dopa i¢in bakla dokusuyla; lineer 6l¢iim araliklar1 yeterli, tekrar
kullanilabilirlikleri fazla ve operasyon kararliliklar1 yiiksek ekonomik ve kullanigh

biyosensorler elde edildi.



SUMMARY

In this study, examination of polyphenol oxidase (PPO) activities at different
volumes of crude enzyme extracts of 17 different herbal tissues with spectroscopic
methods and inquisition of applicability of biosensors prepared with tissues which have

high PPO activities were aimed.

Polyphenol oxidase activity in presence of 0.2 M catechol of Anamur banana
peel, jerusalem artichoke, broad bean, black-flavoured grape, buckthorn, bean, pea,
dried cactus, dry alovera (fibrious and nonfibrious), cabbage turnip graim, cabbage
turnip vegetable, celeriac, quince, artichoke, aubergine, Trabzon palm, dry carob’s
different crude enzyme extracts were analyzed with spectrophotometric method. In the
end of spectrophotometric analysis, specific activity values of Anamur banana peel,
jerusalem artichoke and broad bean that have higher polyphenol oxidase activity than
other tissues were determined and there tissues were decided usage as biocompanent at
the biosensors. In the experimental studies catechol was used as a sustrate. Also, L-

Dopa as a second substrate was used for broad bean.

As aresult, 2-10 uM for jerusalem artichoke biosensor, 5-40 uM for banana peel
biosensor and 10-100 uM for broad bean biosensor were found as a catechol
determination limits. Also, broad bean biosensor’s determination limit was found

between 0.5-5 uM for L-Dopa determination.

After that, again usage measurements were made and in the end of these
measurements, the values for determination of catechol were found as standart deviation
is = 0.3294 uM and variation coefficient is 1.4% for banana peel, = 0.0746 uM and
1.0035% for jerusalem artichoke, = 0.8392 uM and 2% for broad bean respectively.
Also, these values of broad bean tissue for L-Dopa determinations calculated as,

standart deviation is + 0.0558 uM and variation coefficient is 1.8%.

Operation stability examinations were made. Activity losses were not observed
after 6 measurements (180 min). But activity losses were observed after 12

measurements (360 min) 45% for banana peel biosensor, 35% for jerusalem artichoke



and %46 for broad bean biosensor. Also, activity loss of broad bean biosensor for L-

Dopa determination was calculated as 42%.

Consequently, three different herbal tissues have higher PPO aktivities were
developed for determination of phenolic compounds by herbal tissue based biosensors.
For catechol determination with three herbal tissues and for L-Dopa determination with
broad been tissue. Were obtained economically and use fully biosensors which were
lineer measurement limits necesitities the higher of again uses measurements and

operational stabilities.



1. GIRIS

Tiim canlilar yasadiklar1 ortamlardaki degisimleri derhal algilayip, yasamlari
siirdiirebilmek igin degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi

biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olusturmustur.

Canlilar, teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlik performansi gosterirler.
Ornegin; baz1 kopeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir. Yilan
baliklar1 tonlarca su igersine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal
algilarlar. Kelebekler partnerlerinin yaydig1 birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise

zehirli maddelere karsi ¢ok duyarhidirlar.

Canlilara bu uyarilar algilamayr miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz
sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri dogurmustur. Biyosensor teknolojisi ¢ok hizli
gelismektedir. Biyosensorlerin gelisiminde, mikro-elektronikten bildigimiz daima daha

kiigiik, daha dogru ve daha ucuz aletlere egilim goriilmektedir.

Biyokomponentlerden ve fiziksel komponentlerden olusan biyosensorlerin

gorevi; biyolojik bir olayin elektrik sinyaline doniistiiriilmesidir.

Biyosensorler tip, tarim gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve birgok
endistriyel aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrolli, durum tespiti ve enerji
saklanmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Ayrica, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler,
antibiyotikler, ilaglar gibi organik maddeler, baz1 anorganik bilesikler, enzimler, viriisler

ve mikroorganizmalarin tayininde de kullanilirlar (Telefoncu, 1999).

Katesol, Mycorrhiza (k6k mantar1) ve Douglas pine de (Pinaceae ailesinden bir
cam tilirli) ince bir tabaka halinde (tannin katmani i¢inde); mese ve sdgiitlerin dal ve
yapraklarinda dogal olarak bulunur. Elma, patates ve rafine zeytinyagi gibi gesitli
yiyeceklerde de bulunmaktadir. Katesol ¢ok farkli endiistrilerde kullanim alani bulmus
bir fenolik bilesiktir. Tip da kanama durdurucu, antiseptik olarak, fotografe¢ilikta,
elektrolitik kaplama proseslerinde ve diger bazi kimyasallarin {iretimi gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Katesol endiistriyel olarak iiretildigi gibi orijinal olarak bir ¢esit

mimoza agacindan da izole edilmektedir. Katesol standardi varliginda fenolik
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bilesiklerin tayini; kromatografi, spektrofotometri, biyosensorler gibi teknikler

kullanilarak yapilmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci; oncelikle, secilen bazi bitkisel dokularin i¢erdigi polifenol
oksidaz aktivitelerinin spektrofotometrrik yontemle taranmasi ve polifenol oksidaz
aktiviteleri daha yiiksek oldugu bulunan Anamur muzu kabugu, yerelmas: ve bakla
dokularinin fenolik bilesik tayinine yoOnelik biyosensor hazirlamada enzim kaynagi

olarak uygulanabilirliklerinin incelenmesidir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler, bitkisel dogal bilesiklerin genis bir boliimiinii kapsar, en az
bir aromatik halka ve halkada c¢ok miktarda hidroksil substitiienti bulunduran
bilesiklerin tiimiine denir. Fenolik maddeler, suda ¢oziinebilirler, sekerlerle glikozidler
seklinde ¢ok sik birlesmis halde olurlar ve genellikle hiicrenin vakuollerinde

yerlesmislerdir.

Bitkilerdeki fenolik bilesikler; Fenoller ve Fenolik asitler, Fenil propanoidler,
Flavanoidler (Flavanoid pigmentleri) ve Kinon Pigmentleri olmak iizere 4 farkli grupta
toplanirlar. Fenil propanoidler de sinamik asitler, kumarinler, fenil propenler ve
lignanlar alt gruplarina ayrilir. Aym1 zamanda flavonoidler de antosiyaninler,
lokoantosiyaninler, flavonoller, flavonlar, glukoflavonlar, biflavoniller, kalgonlar,
auronlar, flavononlar ve izoflavonlar halinde alt gruplarda incelenir. Bazi fenolik

bilesiklerin yapilar1 Sekil-2.1. de verilmistir.

Genis bir bilesik spektrumunu bulunduran fenolik bilesikler, bitkilerde farkl
fonksiyonlar1 iistlenmislerdir. Ornegin, ligninlerin bir yap: elementi olarak hiicre
duvarindaki islevi, antosiyaninlerin bir¢ok ¢i¢ek cinsinin renk pigmenti olarak islevi ve
flavonoidlerin antioksidan ve bitkileri enfekte edicilere karsi koruma islevleri

bilinmektedir.

Bitki biyokimyasina gore de bitki fenolleri insan beslenmesinde Onemli

olabilirler. Ciinkii, hidrojen baglariyla proteinlerle birlikte kompleks olusturabilirler.

Fenolik bilesikler, bitkilerdeki enzimatik kararma olaylarindan da sorumludurlar.

Omegin; elma, muz ve armudun kararmasi gibi.

Fenolik pigmentlerin dogal goriinlir renkli olanlari, izolasyon ve saflagtirma
sirasinda kismen yada tamamen kolayca belirlenirler. Fenolik bilesiklerin timii
aromatiktir ve bu ylizden spektrumun ultraviyole ve UV ‘ye yakin goriinlir bolgede

siddetli absorbans gosterirler ve bu sebeple de renklidirler.
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Baz1 fenolik bilesikler tipki askorbik asit gibi antioksidan olarak etkilidirler.
Bitkisel agirlikli beslenmenin fenolik bilesikler bakimindan yogun olmasindan dolay1
radikal olusumunu azaltirlar ve kanser riskini de azaltarak saglik iizerine olumlu etki

yaparlar (Sagiroglu, 2003).

Fenolik bilesikler; patlatict madde, farmasétik, plastik, kagit, boya, ilag, peptisit
ve antioksidanlarin iiretimi gibi bir¢cok proseste kullanildiklar1 i¢in organik kirliliklerin
bliyiik bir kismini olustururlar. Belirli fenoller ve baz1 aromatik bilesikler yiiksek oranda
toksik, kanserojen ve alerjen 6zellik gosteren maddelerdir. Bunlarin toksik etkilerinden
dolay1 tayinleri ve ¢evreden uzaklastirilmalart biiyiik 6nem tasir (Haghighi v.d. ; 2003;
Timur v.d. , 2003).

Ayrica, fenoller aromatik bilesikler arasinda en Onemlisi olarak bilinirler;
monohidroksifenoller, kresoller ve polihidroksifenoller olmak iizere 3 grupta toplanirlar

(YTU Cevre Miih. Bél. Cevre Kimyas1 2 Lab. Notlarr).
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Para-sabstitiie olmns fenoller

OH OH OH OH
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benzaldehit
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HO HO
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Sekil-2.1. : Bazi fenolik bilesiklerin yapisi (Sagiroglu, 2003).
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2.2. Fenolik Bilesiklerin Tayin Yontemleri

Fenolik bilesiklerin tayininde; kromatografik, spektrofotometrik, enzimatik ve
biyosensorik yoOntemler kullanilmaktadir. Son yillarda da biyosensorlere dayali
analizler, arastirmalarin yogunlastig1 bir alandir. Fenolik bilesiklerin giiniimiizde en ¢ok

kullanildig: tayin yontemleri asagida kisaca agiklanacaktir.

2.2.1. Kromatografik yontemler

Fenolik bilesiklerin tayininde kullanilan kromatografik yontemlerin baslicalari,
Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi, Gaz Kromatografisi, Kapiler Elektroforez gibi

yontemlerdir.

2.2.1.1. Yiiksek basing s1ivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performans sivi kromatografisi bir¢ok fenolik bilesigin tayininde
kullanilan analitik bir yontemdir. Esasi, polar ¢oziiciilerde ¢oziinebilen fenolik bilesik

smufi tiyeleri HPLC ile tayin edilirler.

Yapilan bir ¢alismada uygulanan metot, fenolik bilesiklerin ( 25 tane seg¢ilmis
fenolik bilesigin ) tek tek ayrilmalarina ve elektrokimyasal olarak maksimum duyarl bir

sekilde optimize edilmelerine dayanmaktadir ( Kahoun v.d. , 2008 ).

2.2.1.2. Gaz kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi; kimya alaninda gazlarin ve ugucu hale getirilebilen

maddelerin ayrilmasinda uygun bir metot olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bir ¢aligmada; tosilat tiirevli fenollerin iyon-eslesme destekli ekstraksiyon ve
mikro ekstraksiyon tiirevlendirme teknikleri reaksiyonlartyla isbirligi icindedir. Aym

zamanda gaz kromatografisi yliksek secicilik ve duyarlilik gostermektedir (Fiamegos

v.d. , 2008).
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2.2.1.3. Kapiler elektroforez

Elektroforez, iletken bir ¢ozelti igindeki yiiklii-yiiksiiz pargaciklarin veya
molekiillerin bir elektriksel alan varliginda go¢ etmesine dayanan bir ayirma ve tayin

yontemidir.

Kapiler elektroforezin kisa analiz siiresi, kiiciik numune hacmi, az miktarda
¢Ozelti harcanmasi, ucuz olmasi, tekrarlanabilir olmasi ve kullanim alaninin genis

olmasi gibi avantajlar1 vardir.

Kapiler elektroforezin uygulandig: bir ¢alismada gé¢ zamani, sicaklik, voltaj,
elektrolit cinsi, organik materyalin icerigi gibi kullanilacak materyaller lignin benzeri
fenolik bilesikler icin Kapiler Bolge Elektroforezi’ nde (CZE) optimize edilmistir.
(Lima v.d., 2007 ).

2.2.2. Spektrofotometrik yontemler
2.2.2.1. Folin-ciocalteu yontemi

Bu yontemde, numune i¢indeki toplam fenol miktar1 folin reaktifi kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edilir. Degisen renklerin absorbanst 750nm de

spektrofotometre de okunarak tayin edilmistir ( Oztiirk v.d. , 2002).

2.2.2.2. 1,10-Fenantrolin yontemi

Gida maddelerindeki antioksidanlarin tayini besin maddelerinin kalitesini ortaya
koyarken insan kan plazmasindaki antioksidan kapasitesinin oOl¢iilmesi de ¢esitli
hastaliklarin saptanmasi, kontrolii ve tedavisi i¢in dnemlidir. Toplam antioksidan tayini,
bunlarin katildiklar1 ¢esitli reaksiyonlarin doniistim verimine veya hizlarina ya da her
ikisine bagli olarak yapilir. Literatiirde verilen antioksidan tayinlerinde temel
siiflandirma reaksiyon tipidir. Antioksidan tayinleri elektron transferine (ET) veya

hidrojen atomu transferine (HAT) ne dayanir (Apak v.d. , 2004).
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Antioksidanlarin sagliga yararli etkilerinin bunlarin sinerjik kombinasyonlariyla
da saglandiginm1 g6z Oniine alarak her ortama uygulanabilen toplu bir antioksidan
kapasite tayin yontemine ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla besin yoluyla alinan polifenoller, C
ve E vitaminleri, flavonoidler ve glukozidleri ile plazma antioksidanlar1 i¢in gegerli
olabilecek hem hidrofilik hem de lipofilik maddeler i¢in elverisli, basit, ucuz, pratik,
se¢ici ve duyarli bir antioksidan kapasite tayin yontemini tanimlamaktir. Bu amacla
gelistirilen spektrofotometrik metot, antioksidan ¢ozeltisinin, bakir (II) kloriir ¢ozeltisi,
neokuproinin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH:7,0 amonyum asetat sulu tampon ¢ozeltisi ile
karistirilmasi ve ardindan olusan Cu(I)-neokuproin kelatinin absorbansinin 450 nm de
okunmasini igerir.

Tayinde radikalik tiirler olmamasina ragmen 6rnegin toplam antioksidan giiciinii
etkin bir sekilde dogrudan yansitir. (Apak v.d. , 2005)

1,10-Fenantrolin ve tiirevleri ¢ok disli ligand oOzelligi gosterdiginden, gegis
metallerinin ¢ogu ile kararli koordinasyon bilesikleri olusturur ve bu 6zelliginden dolay1
literatiirlerde pek cok calismaya konu olmustur. 1,10-fenantrolinin diizlemsel hetero-
halkali bir yapiya sahip olmasindan dolayi, gecis metalleriyle olusturdugu kararh
kompleksleri alan etkili transistorler, 151k yayan diyotlar, lazerler ve fotovoltaik piller
gibi pek ¢ok elektronik cihaz tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. 1,10-
fenantrolin, sahip oldugu yiiksek yiik transfer hareketliligi, mor Gtesi spektral bolgedeki
giicli sogurumlari, parlak 151k yaymalari, iyi foto aktif oOzelliklerinden dolay1
liiminesans bazli optik sensorlerin gelistirilmesinde de kullanilmaktadir (Serbetgi ve

Alkan, 2008).

2.2.3. Enzimatik yontemler

Fenolik bilesiklerin tayininde genelde enzimlerin immobilize formlarin
kullanildig1 enzimatik yontemler denenmistir. Buna yonelik yapilan bir ¢alismada saf
olarak izole edilmis polifenol oksidaz enzimi kullanilarak kirmizi sarap igerisindeki
toplam fenol miktar1 tayin edilmistir (Yildiz v.d. , 2006).

Enzimatik yontemin kullamildigi baska bir calismada, ayvadan izole edilen
polifenol oksidaz enziminin katesol substratinda aktivitesi enzimatik yontemle tayin

edilmistir (Yagar, 2000).
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2.2.4. Biyosensorik yontemler

Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde genelde saf enzim, doku ve mikroorganizma
temelli sensorler gelistirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada elektrot iizerine immobilize
edilmis polifenol oksidaz enzimi ile amperometrik olarak fenolik bilesikler tayin
edilmistir (Gutes v.d. , 2005). Biyosensorler, uzun depo kararliligi, kisa analiz siiresi,
substrat spesifikligi gibi konularda bir¢cok avantajlara sahiptir ve tiim laboratuarlarda
kolaylikla uygulanabilecek yontemlerdir. Analizlerin tekrarlanabilirligi oldukca
yiiksektir. Ayrica yontem zaman alic1 degildir, pahali cihazlara ve kimyasallara gerek

duymaz (Akyilmaz, 1996).

2.3. Katesol

Genellikle katesol olarak bilinen pirokatesol CsHgO, formiiliine sahip bir
organik bilesiktir. U¢ izomerik benzen-diol den biridir. Bu renksiz bilesik dogal olarak
meydana gelir. Fakat her yil yaklagik 20.000 ton imal edilir. Peptisitlerin, ¢esnilerin

(tatlarin) ve giizel kokularin onciisiidiir (http://en.wikipedia.org/wiki/Catechol).

Sekil-2.2. de katesoliin kimyasal formiilii verilmistir. Tablo-2.1.” de de katesoliin

kimyasal ve fiziksel 6zellikleri toplanmustir.

OH
OH

Sekil-2.2. : Katesoliin kimyasal yapis1 (http://en.wikipedia.org/wiki/Catechol).
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Tablo-2.1

. : Katesoliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.

[UPAC Ismi

e pirokatesol

Diger isimleri

e Katesol

e Benzen 1,2-diol

e 2-Hidroksi fenol

e o- Hidroksi fenol

e 0- Hidroksi fenol

® o-benzen diol

e 1,2-dihidroksi benzen

e Pirokatesin

Molekiil formiili

o C6H602

Molekiil agirlig e 110,11 gr/mol
Gorlintiisii e Beyaz-kati
Yogunlugu o 1,344 gr/em’
Erime noktas1 e 105°C
Kaynama noktasi 0 2455°C
Sudaki ¢oziiniirligi ® 43 g/100ml
Asiditesi (pKa) 95

2.3.1. Katesoliin kullanim alanlari

1,2-benzendioliin (katesol), 2006 yilinda Kanada’ da imal edilen toplam
miktarlart sirasi ile 1.000.000 ve 10.000.00 kg dir dir. Ulusal hava ve akarsu ilerleme ve
denetleme konseyine gore 1,2-benzendiol geri kazanma proseslerin de hemen hemen
yok edilir (Canada, 2007). Baz1 1,2-benzendiol hamurlastirma esnasinda kaybolsa bile
kagit hamuru ve kagit imalat atiklarina girer. Bunlar atik su muamele sisteminde tipik

olarak uzaklastirilir (Ncasi, 2007).

Katesol ¢ok farkli endiistrilerde kullanim alani bulmus bir fenolik bilesiktir. Bu
endiistri dallarindan bazilar1 sdyle siralanabilir; tip (kanama durdurucu, antiseptik
olarak), fotograf, elektro kaplama prosesleri ve diger bazi kimyasallarin iiretimidir.
Katesol endiistriyel olarak {iretilebildigi gibi orijinal olarak bir ¢esit mimoza agacindan
da izole edilebilmektedir (Sezgintiirk v.d, 2007).

Kanada Cevre Endiistrisi tarafindan onerilen goniillii verilere dayanarak 1,2-
benzendiol, kiiciik miktarlarda laboratuar reaktifi olarak islenmemis materyal testleri

icin farmasotik endiistride kullanilir. Proses esnasinda, tamamen okside oldugu akimla
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kapli banyolarda antioksidan olarak kullanilir. Kozmetikte kullanimi yasaktir. Diger
potansiyel kullanim alanlar ise; kiirk boyamada gelistirici, kauguk polimerizasyonunda
ve yaglardaki antioksidanlar i¢in bir ara {iriin, farmasétik endiistride inhibitoér olarak
kullanilmasidir. Bunlardan baska 1,2-benzendiol; yapiskan sentezinde, faks kagitlarinda
ve O0zel miirekkeplerde reaktif olarak kullanilir. Gegmiste sa¢ boyalarinda oksitleyici

ajan olarak, parfiim ve endiistriyel yaglarda ise antioksidan olarak kullanilirdi.

2.3.2. Katesoliin dogada bulunusu

1,2- benzendiol olarak da bilinen katesol, mycorrhiza (kok mantari) ve Douglas
pine de (Pinaceae ailesinden bir ¢am tiirii) ince bir tabaka halinde (tannin katmani
icinde); mese ve sdgiitlerin dal ve yapraklarinda dogal olarak bulunur. Elma, patates ve
rafine zeytinyag gibi ¢esitli yiyeceklerde de bulunmaktadir (Marshall, 2000; Brenes
v.d. , 2004; Sternitzke v.d. , 1992; Singh v.d. , 1994; McDonald v.d. , 2001).

Katesol, sigara ve odun dumaninda teshis edilmistir (Roemer v.d. , 2004; Fine
v.d. , 2001; Fine v.d. , 2002). Baska bir kaynagi da insan viicudundaki benzen
metabolizmasidir (Medeiros ve Bird, 1997).

1,2-benzendioliin et ve tavuktaki varliginda, yiyecek ve iceceklerdeki 1,2-
benzendiol kaynaklar1i goz Oniine alindiginda dogal olarak meydana gelir. Diger
ortamlardan (hava, su, toprak) toplam alim-katilimi; 1,4-benzendiol yapimi ve
endistriyel kullanim1 hesaba katilinca, yiyecek ve iceceklerden alinan miktarin yaninda

onemsizdir (Canada, 2007).

2.3.3 Katesoliin kararhihg: ve ¢cevresel sonu

Fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine ve agirlik iizerindeki deneysel azalmaya

dayanarak; 1,2-benzendioliin kararlilik kriterlerine uymadig1 goriilmistiir.

Yar1 omrii (havada) 2 2 giin,
Toprak ve soda > 182 giin

Cozeltide 2> 365 giindiir. (Canada, 2000)
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1,2-benzendiol suda yiiksek ¢oziiniirliige ve orta derecede toprak adsorbsiyon
katsayisina sahiptir. Eger ki, suya verilirse suda kalicidir. Toprakta mikroorganizmalarla
pargalanir. Havaya birakilan katesol oksitlenmesi beklenir. 1,2-benzendiol suda yiiksek
coziinlirliigli sayesinde 1slak tortu prosesi potansiyeli ile atmosferden ayrilabilir

(Epiwin, 2004).

2.3.4. Katesoliin saghk iizerindeki etkileri

Hayvanlar {izerinde yapilan bir deneyin 1,2-benzendioliin saglik iizerindeki
yararli etkisini gostermistir. Insanlar {izerindeki etkileri smirli ve verilerin giivenligi
azdir. Insanlarm 1,2-benzendiol ile direkt termal temas: ile egzama tarzi hastaliklar
olabilir ve derinin fenol temas1 sonucu gosterdigi tepkiye benzer semptomlar gdsterir.
Bu etkilerin akut ve kronik olup olmadig belirgin degildir. 1,2-benzendiole maruz kalan
ve 2 yil fenolle ¢alisan Japonlarin kontrol gurubunda farkli olarak bogaz agrisi, okstirtik,
goz iltihaplanmas1 ve deride bozulmalar gibi rahatsizliklara yakalanmiglardir.
Kozmetiklerde ise bazi bayanlarin 1,2-benzendioliin alerjik reaksiyonlara sebep oldugu

1-2 deneyle gosterilmistir (Hagiwara v.d. , 2001).

Hayvanlar {izerinde yapilan bazi deneyler sonucunda Uluslararas1 Kanser
Arastirma Merkezi 1,2-benzendiolii insan acisindan aromatik yapili oldugundan
‘muhtemel karsinojenik’ olarak simiflandirilmistir. Uzun doénem 1,2-benzendiolii
beslenmeleri sonucu fareler {izerinde yapilan deneylerde adenokarsinoma bezelerine
sebep oldugu goriildii, fakat bu olayla ilgili giivenilir bir kanit bulunmamaktadir. Ayn1
deneylerde erkek farelerde hiperplazi, bezesel hiperplazi (organlarin normalinden fazla
bliylimesi) goriilmiistiir. Hiperplazi miktar1 giinlilk verilen 1,2-benzendiol miktariyla
orantilidir. Cok yiiksek doz verildiginde adenokarsinoma 25 fareden 3 {inde

goriilmiistiir.

1,2-benzendioliin in vivo ve in vitro ¢alismalarinda genotoksik oldugu
goriilmiistiir. Memeli hiicre kiiltirinde gen mutasyonlarina, kromosal sapmalara ve
kardes kromatid degisimlerine sebep oldugu goriilmiistiir. 1,2-benzendiol DNA’ da
boncuklarin kirilmasina, gen mutasyonuna, kromozomal sapmalara, kromozom

sayisinda degisiklik (aneuploidy) ve hiicre transformasyonuna, insan olmayan memeli
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hiicrelerinde sebep oldugu gorilmiistiir. Bununla beraber, degerlendirmelerin
kapsaminda non-genotoksik mekanizmalarda 1,2-benzendioliin karsinojenik etkisi
goriildii. Toksisitenin yol actig1 hiicre proliferasyonu (¢ogalma)iizerindeki rejenerasyon
etkisi; farelerde mide tiimdriine neden olmustur. Buna ragmen tiimdoriin gelisimiyle ilgili
genetik hasarin potansiyel rolii engellenememistir. 1500 mg/m’® 1,2-benzendiole 8 saat
siireyle solunum yoluyla maruz kalan farelerde toksisite izi goriilmemistir. 2000-2800
mg/m’ 1,2-benzendiole maruz kalan bazi hayvanlarda tirnak ve bagparmakta asir1 tahris

gozlenmistir. Yine de toksikolojik verilerin giivenilirligi azdir (Hagiwara v.d. , 2001).

2.3.5. Katesoliin insan saghgindaki risk ozellikleri

Insan saglig: iizerindeki en 6nemli etkisi direkt olarak genetik materyale etki
etmese de karsinojenik Ozellik gostermesidir. Fakat yapilan deneyler aslinda cok
anlaml degildir. Yiyeceklerde bulunan, beslenmeyle alinan 1,2-benzendiol insan sagligi
tizerinde risk teskil etmezken, sanayi atiklarinda ortaya ¢ikan 1,2-benzendioliin
meydana getirdigi risk géz ardi edilemez. Kullanim1 esnasinda eldiven kullanilmali ve

miimkiin oldugunca solunmamalidir.

Yararl bilgilere dayanarak 1,2-benzendioliin ¢evrenin biyolojik etkisinde uzun
siirede zararli etkisi goriilmektedir. 1,2-benzendiole maruz kalindiginda herhangi bir
karsinojenik zarara rastlanabilecegi kanitlanmistir (Screening Assessment for 1,2-

Benzenediol, 2008).

24 L-Dopa

L-Dopa olarak bilinen Levodopamin, IUPAC ismi (S)-2-amino-(3,4-
dihidroksifenil) propanoik asittir. Molekiil formiilii CoH;;NO4 olan L-dopanin 197,19
gr/mol agirhigina sahiptir. Kimyasal yapist Sekil-2.3. de goriilmektedir.
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Sekil-2.3. : L-Dopanin kimyasal yapisi1 (http://en.wikipedia.org/wiki/L-Dopa).

L-3,4 dihidroksi fenilalanin olan L-Dopa yapisinda agikca goriildiigii gibi bir
aminoasit tiirevidir. Levodopa ya da L-Dopa (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin), dopamin
biyosentezin de bir ara {irtindiir. Klinik olarak Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilir. Ayrica, denizcilikte yapistirici olarak da kullanilir.

(http://en.wikipedia.org/wiki/L-Dopa).

2.4.1. L-Dopanin teropatik kullanimi

Levadopa: Parkinson hastaliginin tedavisinde, dopamin seviyesini azaltan oncii
ilag olarak kullanilir. Levodopa; dopaminin gecemedigi kan-beyin bariyerini gegebilir
ve merkezi sinir sistemini gectikten sonra aromatik L-aminoasit dekarboksilaz
tarafindan dopamine metabolize olur. Piridoksal fosfat (vitamin B6) bu

dekarboksilasyon i¢in kofaktordiir.

Dopamine doniisiim periferal dokularda olur (6rnegin, beyin). Levadopanin ters
etkisinin birincil mekanizmasidir. Standart klinik uygulama i¢in yardimci yonetici bir
periferal DOPA dekarboksilaz inhibitorii (carbidopa veya benzerazid) ve sik sik bir
katesol-o-metil transferaz (COMT) inhibitérii olarak periferal dokularda dopaminin
sentezini Onler. Ayrica, levodopa 2005 yilindan beri ‘huzursuz bacak sendromu’

tedavisinde de kullanilmaktadir.
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2.4.2. L-Dopanin ters etkileri

Olasi ters ilag reaksiyonlar1 icerigi; 6zellikle yiiksek dojazda yiiksek tansiyon,
nadiren Arrhythmias, Nausea ve Gastrointestiral kanama, huzursuz ve diizensiz
solunum, sag¢ kaybi, yiiksek duygusal stres (6zellikle endise, asir1 libido), parlak riiyalar
ya da parcali uykular, gorsel ve belki isitsel haliisinasyonlar, uykusuzluk ve uyku
ataklari, amphetamin piskoza benzer sartlar, ¢alisan hafizada gelisme, doz bitiminde
hareketlerin kotiilesmesi, salinim, hareket esnasinda donma, doz yetmezligi, asir1 dozda

Dyskinesia (hareket bozukluklar1).

2.4.3. L-Dopanin toksisitesi

Baz1 caligmalar Levodopa tedavisiyle birlestirilmis ters etkilerin destek ve
olusumunda sitotoksik rol Onermislerdir. Bu ilag genelde insan i¢in dnemlidir. Bazi
arastirmacilar levodopa ile tedavi edilmis fare fekromositoma PCI2 hiicrelerinde
sitotoksisite belirleyicilerinde artis gozlemlemistir. Bagka bir toksit etkisi de; dopamine
doniisiim esnasinda kinonlarin, oto-oksidasyonla artmasi ve orta beyine ait hiicre
kiiltiirlerinde sonradan ortaya ¢ikan hiicre &liimiidiir. Intrasellular ve ndral dokularda
hastalik patojenazi igin zararh etkiler gosterse de Parkinson hastaliginda ilag olarak

kullanim1 sebebi ile L-Dopaya giivenli gozle bakilir.

2.6.4. L-Dopanin biyosentezi

L-dopa; trozin hidroksilaz enzimi tarafindan trozin aminoasidinden {iretilir.
Ayrica, katekolonin ndrotransmitter dopamin, norepinefrin ve hormon epinefrin i¢in
oncili molekiildiir. Dopamin, L-Dopanin dekarboksilasyonu ile olusur. L-Dopa, katesol-
o-metil transferaz (COMT) ile direkt olarak 3-o-metildopa (3-OMD) ve sonra vanilaktik
aside (VLA) metabolize olur. Bu metabolik yol saglikli viicutta yoktur; fakat
Parkinson’lu hastalarda ya da aromatik L-aminoasit dekarboksilaz enzimi eksikligi olan

hastalarda periferal L-DOPA yontemi sonras1 6nemlidir.
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2.4.5. L-Dopanin tarihgesi

Ardvid Carlsson 2000 yilinda hayvanlar iizerinde yaptig1 deneylerle L-Dopanin
Parkinson belirtilerini indirgedigini bularak Nobel 6diilii almigtir. Norolog Oliver Sacks

bu tedavinin insan lizerinde olanina ‘Awakenings’ isimli kitabinda yer vermistir.

2001 yilindaki kimya dali Nobel dordiinciilik odiliinii L-Dopa ile ilgili
calismasi ile William S. Knowles aldi.

2.4.6. L-Dopa iceren ilaveler

L-Dopa iceren ilaveler standart dozdadir ve regetesiz kullanilabilir. Bu ilaveler
internette ve Amerika’da oldukg¢a popiiler ve ulasilabilir olmaktadir. En ¢ok bilinen

bitkisel kaynak bakla (Mucuna pruriens) tohumudur.

Iki popiiler iiriinden ‘DopaBean’, Solaray tarafindan; ‘Mucuna’ ise, Physicia
Formulas Inc. tarafindan marketlere sunulmustur. Bunlar kapsiil halindedir. Bir
kapsiiliin dozu 50 mg’dir ve giinde iki kapsiil kullanilmas1 tavsiye edilir. Ugiincii iiriin
‘L-Dopa Unigue Nutrition’ tarafindan piyasaya sunulmustur ve daha yiiksek olarak 250
mg’liktir. Bir de America Nutrition NutraceuticsRx etiketli % 40 ‘lik L-Dopa iceren

urini vardir.

Baz1 ortak iddialara gore bu ilaveler libidoyu ve biiyiime hormonu seviyesini

arttirmaktadir. Uzun zamanda bireysel sagligi etkileyip etkilemeyecegi goriilecektir.

2.4.6.1. Yapistirma ve melanin olusumu

Dopa; denizle ilgili yapistirict proteinlerin formunda midyelerde oldugu gibi bir
anahtar molekiildiir. Su gecirmezlik ve hizli polimerlesme 6zelligi oldugu sanilir. Dopa;
kolay etkilenen alt tabaka yiizeylerinde, c¢lirime Onleyici polimerlerin olusturdugu

tortular1 6nlemek icin de kullanilabilir.
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Melanin olusumu:

Levodopa da onun 6ncili aminoasidi L-tirozinde biyolojik pigment olan melanin
icin 6ncii maddelerdir. Tirozinaz enzimi; L-Dopa’nin, reaktif ara iirlin dopakinona
oksidasyonunu katalizler ve bu reaksiyon, melanin oligomerine dogru ilerler

(http://en.wikipedia.org/wiki/L-Dopa).

2.5. Polifenol oksidazlar (E.C.1.14.18.1)

Meyve ve sebzelerin endiistriyel hazirlanmalar1 sirasinda gozlenen en Onemli
esmerlesmedir. Bu reaksiyona yol agcan enzimler substratlarina bagli olarak krezolaz,
katekoloksidaz, katekolaz, polifenol oksidaz ve fenolaz olarak adlandirilir. 1981

yilindan itibaren bunlarin tiimii fenolazlar veya polifenol oksidazlar adi altinda

toplanmistir. Bu enzimler, oksidorediiktazlar grubuna girer ve enzim terminolojisinde
(E.C. 1.14.18.1, PPO) olarak belirtilir. Polifenoloksidazlar dogada hemen hemen tiim
bitkilerde, baz1 hayvansal dokularda ve bir¢ok mikroorganizmada bulunur. Bitkilerdeki
PPO miktari; bitkinin tiiriine, yasina, olgunluk durumuna ve yetistirilmesine baghdir.
Ayni zamanda bu enzimin bitki hiicrelerinde bulundugu yer her bitki tiirli i¢in farklilik

gosterir (Pekyardimci, 1992).

Polifenol oksidazlar (monofenol, oksijen oksidorediiktaz) molekiiler oksijeni
kullanarak substratint  donilisiime ugratan oksidorediiktaz smifi  bifonksiyonel

enzimlerdir.

Polifenol oksidazlar (PPO) reaksiyonlar1 iki adimda katalizlerler (Climent

v.d.,2001).

1. Adim; monofenollerin o-difenollere o-hidroksilasyonu (krezolaz aktivitesi)

2. Adim; o-difenollerin o-kinonlara tamamen oksidasyonudur. (katesolaz

aktivitesi)
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Fenol + Y,0, ==z, o difenol

1

o- difenol + /1O, Ratesolaz, G, kinon + H,O

Meyvelerin, sebzelerin ve kabuklu deniz hayvanlarinin  endiistriyel
hazirlanmalar1 sirasinda, PPO nun katalitik etkisi sonucunda enzimatik kararmalara
sebep olur. (Pekyardimci, 1992). Polifenol aktivitesi sonucu olusan o-kinonlar diger
bilesiklerle reaksiyon vererek renk koyulasmasina ve istenmeyen lezzetlere sebep
olurlar. Polifenol oksidazlar plastidlerde lokalize olmustur, bunlarin fenolik substratlar
yogun olarak vakuollerde bulunur. Bu nedenle subseliiler kompartmanlanma bozuldugu
zaman enzimatik kararma ortaya ¢ikar. Bu ylizden bitkisel {iriinlerin toplanmasi ve
depolanmasi sirasinda bitkilerin mekanik bir etki (basing, yaralanma, donma, preslenme

v.b.) ile zarar gormemesi istenir (Chevalier v.d. , 1999).

Polifenol oksidazlar, her birim i¢in bir bakir atomu igeren tetramer yapili
proteinlerdir ve fenolik substratlarini olusturan aromatik bilesikler i¢in baglanma

bolgesi vardir. Enzim 128.000 Dalton molekiiler agirliga sahiptir (Climent v.d. , 2001).

Polifenol oksidazlarin aktivite i¢in kofaktorlere ihtiyact yoktur, ancak
spektroskobik calismalar bakir iceren aktif bolgesinin varligini gostermistir. Bunun
disinda grup spesifikligi gésteren enzimlerdir ve bilinen tiim fenolik bilesikleri substrat
olarak kullanirlar (Duran ve Espasito, 2000). Aktivite gosterdikleri optimum pH bolgesi
6,0-7,0 civarindadir (Climent v.d. , 2001). Ancak pH:4,5’ un altinda da aktivite
gosterebilirler. pH:3,5’ un altinda polifenol oksidazlarin geri doniisiimsiiz inaktivasyonu
gerceklesir. Optimum pH, genetik ozellikler, fenolik substratlarin dogasi ve enzimin

ekstraksiyon metoduna bagl olarak degisebilmektedir (Gomez-Lopez, 2002).

2.5.1. Polifenol oksidaz aktivitesi tayin yontemi

Polifenol oksidaz aktivitesi tayin etmek i¢in en c¢ok kullanilan yontem
spektrofotometrik  yontemdir. Bugiline kadar yapilan ¢aligmalarin  genelinde

spektrofotometrik yontem kullanilmistir.
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Spektroskopi, bir 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1s1manin
Olciilmesi ve yorumlanmasidir. Her atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik 1s1ma
ile kendine Ozgii bir iligkisi vardir ve bunlarin donme, titresim ve elektronik
enerjilerindeki degisiklikler spektroskopinin temelini olusturur. Ayrica, bir 6rnegin
manyetik alana yerlestirilmesi ile olusan enerji diizeyleri arasindaki gegislerin dlgiilmesi

de baz1 spektroskopik yontemlerin temel ilkesidir (Yildiz v.d. , 1997).

2.5.2. Bulundugu yerler ve 6nemi:

Polifenol oksidaz ve polifenoller bitkiler de yaygin olarak bulunmaktadir. Bunun
disinda mikroorganizmalar da (birkag bakteride, bir¢ok kiifte) 6zellikle mantarlarda bazi
hayvansal organizmalarda da bulunabilir (Vamos-Vigyazo, 1981). Baz1 kabuklu deniz
hayvanlarinda da (beyaz karides, kiiciik karides, Florida dikenli 1stakoz) bu enzimin

varligina rastlanmistir (Chen v.d. , 1991).

Bitki hiicresinde enzimin lokalizasyonu enzimin tiiriine, yasina, sebze ve

meyvelerde olgunluklarina baghdir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Polifenol oksidazlarin saglam bitki dokusundaki hiicrelerin protoplazmalarinda
mitokondri ve kloroplast membranlarinda lokalize oldugu, vakuollerdeki fenolik madde,
organik asit ve tanenlerden etkilenmeden kendi fizyolojik gorevini yaptig1 belirlenmistir
(Walker, 1977; Vamos-Vigyazo, 1981). Ancak, doku dolayisiyla hiicre herhangi bir dis
etkenle parcalandiginda, zedelendiginde ya da asir1 olgunlasma sonucunda polifenol
oksidaz; substratlar1 olan polifenoller ile etkilesip molekiiler oksijen varliginda
enzimatik esmerlesme siireci baslamaktadir. Bu olay bir¢ok meyve ve sebzenin
hasadindan itibaren tasinmasi, depolanmasi ve tiiketim i¢in hazirlanmasi sirasinda
meydana gelmektedir. Bunun yani sira dondurarak saklama, konserve veya meyve suyu
yapimi gibi teknolojik sistemlerin geregi olarak kesme, dilimleme, kabuk soyma,
cekirdek c¢ikarma, pargalama-ezme ve ¢d6zme gibi teknolojik islemlerde daha biiyiik

boyutlar kazanmaktadir (Vamos-Vigyazo, 1981).
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2.5.3. Substratlan

Meyve ve sebzeler fenolik bilesiklerin genis bir karigimini igerirler. Bununla
beraber, bunlarin yalmizca kii¢iik bir boliimii polifenol oksidaza substrat olmasi
miimkiindiir. Enzimin en 6nemli dogal substratlar1 katesinler ( - ve + epikatesin, +
katesin, katesol, 4- metil katesol), sinnamik asit esterleri (klorojenik asit, kafeik asit),
3,4-dihidroksifenil alanin (DOPA) ve tirozindir. Ancak, tirozin bulundugu biitiin

bitkilerde polifenol oksidaz substrati degildir (Vamos-Vigyazo, 1981).

2.5.4. Inhibitorleri

Polifenol oksidaz kofaktor olarak bakir tasiyan bir metaloprotein oldugu igin
siyaniir, karbonmonoksit, sodyumdietilditiokarbamat (DIECA), merkaptobenztiazol,
dimerkapto propanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selat ajanlar
tarafindan inhibe edilir. Bunlarin bazilar1 kinon formlar1 ile de reaksiyona girerler.
Benzoik asit, sinamik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, m-kumarik asit, o-kumarik asit
gibi baz1 substitue sinamik asitler, borad, florit, azid gibi inorganik iyonlar, askorbik
asit, stlfit, 2,3-naftalendiol, tioglikolat, potasyummetabisiilfit, potasyumsiiyaniir,
sodyum ve potasyum kloriir, 2-merkapto etanol, 2-merkaptobenztiazol, sistein,
glutation, benzen siilfinik asit ve dietilditiokarbamat kullanilan inhibitorlerdendir

(Vamos-Vigyazo, 1981).

2.6. Biyosensorlere Genel Bakis

Tiim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek i¢in degisimlere uymaya calisirlar. iste bu algilama mekanizmasi

biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olusturmustur.
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Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlik performansi gosterirler.
Ornegin; bazi kopeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha duyarhdir.

Kelebekler partnerlerinin yaydigi birka¢ molekiilii hemen hissederler.

Canlilara bu uyarilar1 algilamayr miimkiin kilan biyojik maddelerin analiz
sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri dogurmustur. Biyosensorlerin tarihi 1950° li
yillarin ortalarinda Amerika da bir hastanede (L.C. Clark’ m Cincinnati Hastanesi)
ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baglamis ve biyosensor

teknolojisi hizla gelismistir.

Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalinde katilmasi ile diger bir¢ok maddenin tayini
de miimkiindiir. Bdylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensdrler adi verilir

(Telefoncu,1999).

2.6.1. Biyosensor ve biyosensor bilesenleri

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan
kiigiik algilayict cihazlardir. Birbiri igine ge¢mis biri biyokimyasal digeri
elektrokimyasal Ozellikteki iki c¢eviriciden olugsmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi
analiz edilecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir
biyokimyasal {irlin de olugabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal
kisim ise bu tanima olayini okunabilir (Olglilebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle

gorevlidir ( Coulet, 1991; Turner, 1987).

Sekil-2.4° de biyosensorlerin genel olarak ¢calisma prensibi gosterilmektedir.

0 -
.*Q;

_—"':.ﬂEI]it B - bﬂl F:I.E‘IkSE].
SR Bilegen

Veri toplama

Sekil-2.4. : Biyosensdrlerin genel olarak ¢alisma prensibi

(sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm).
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Biyosensorler, genel olarak analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten
bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6l¢iim sisteminde kombinasyonuyla

olusturulurlar (Sekil-2.5.).

— Olciimnm cihaz
Hetici Bir bivosensoriin genel
sematik gosterimi

2= Biyoaldif tabaka

Se

kil-2.5. : Biyosensorlerin sematik gosterimi (Telefoncu, 1999)

Biyosensorlerin  ana gorevi biyolojik bir olayin elektrik sinyaline
dontistiirmesidir. Biyosensorler, biyobilesen (biyoreseptorler) ve fiziksel bilesen
(transduserler) olmak {izere iki ana kisimdan olusur. Biyosensdrlerin genel olarak

gosterimi ve ¢aligsma prensibi agagidaki sekildeki gibidir (Sekil-2.6.) (Telefoncu, 1999).
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BIYOSENSOR

Elekirokimyasal
*Potansiyometrik

Enzimler ~Amperometrik
Doku kesitleri *Transistorler
Optik

Mikroorganizmalar

- *Fotometri -
NUMUNE > Grgane”er «Elorimetri Elektronik
7 | Immunn ajanlar -Luminesans

NUkleik asitler Kiitle Degisimi
Resepttir malekdlleri *Piezoelektrik
Is1 Deisimi .
sTermistdrier VERI TOPLAMA
(Deferlendirme)
BIYOBILESEN —— FiZIKSELBILESEN —

Sekil-2.6. : Biyosensorlerin yapisi ve Calisma prensibi (Telefoncu, 1999).

2.6.2. Fiziksel bilesenler

Fiziksel bilesenler biyobilesenlerin biyolojik reaksiyonunu dlgebilir fiziksel bir
sinyale doniistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyona gore fiziksel bilesen secilir. Fiziksel
bilesen (transduser) olarak kullanilan elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik
Ol¢timlerde kullanilir. Bunlarin diginda transistorler ve termistorlerde transduser olarak
kullanilmaktadir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek madde ile
etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve Ol¢limiinde genel olarak; elektrokimyasal, optik

kalorimetrik ve piezoelektrik esasl sistemler kullanilir (Dingkaya, 1999).
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Tablo-2.2. : Fiziksel bilesen olarak kullanilan Iletim Ve Ol¢iim Sistemleri
(sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm).

I Iletim ve Olciim Sistemleri I

FElektroldr weiscl Escsli Kedarirmietri Esoash
Amperomeiri Ezash (T ermdstoder).

{ Eleluiroilary \
Potansivomeiri Ezash

{ Elekivotlar)

Yar fleiken Esash Pigroclekitrik Esasik
{ Transisivder) {Piemelelarik Krisialler)

Cm ik Escsl
Fotomeiri Esash
{Optik Lifler}
Fluorometiri Esash
{OpiikcLiflor}
Bivoliiminesans Esash
{OptikLifler)

Bu calismada polifenol oksidaz aktivitesi bakimindan spektrofotometrik
yontemle taranan dokulardan hazirlanan biyosensorler iletim ve Ol¢lim sistemi
bakimindan elektrokimyasal esasli amperometrik biyosensorlere girmektedir. Polifenol
oksidaz, enzimleri oksijen varliginda substratin iiriine doniisiimiinii katalizledigi i¢in
substratin  bulundugu ortamdaki ¢6ziinmiis oksijeni tiiketerek yiikseltgenirken
biyosensor transduser vasitasi ile ¢oziinmiis oksijen miktar1 (mg/L) olcer. Bu 6l¢iim

Biolojik Oksijen (BO) biyosensorii ile yapilir.

2.6.3. Biyolojik oksijen biyosensorii ve ¢alisma prensibi

Amperometrik temele dayali ¢oziinmiis oksijen problari, Au (Katot), Ag/AgCl
(Anot), yart doygun KCI (Elektrolit c¢ozeltisi) ve oksijene duyarli teflon bir

membrandan olugsmustur (Dingkaya ve Telefoncu, 1993).
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Sekil-2.7. : Oksijen probunun semasi (sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm).

Membran gaz gecirgenliginin yani sira sensOriin dis ¢evreden korunmasina da
olanak saglar. Bu koruma reaksiyon ortaminda olabilecek bir takim safsizliklardan
kaynaklanmas1 muhtemel girisimlerin etkilerini en aza indirmektedir. (Dingkaya,
Akyilmaz ve Sezgintiirk, 2003). Iletici sistem olarak bir amperometrik sensdriin
kullanilmas1 durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark iirtinlerden sinyal

olusturan tiiriin elektrot yiizeyinde tiiketilmesidir (Dingkaya, 1999).

Katodik Reaksiyon: O, + 2H,O0 — H),0,
H,O0, + 2¢¢ —» 2HO
Anodik Reaksiyon: Ag + CI' —» AgCl + ¢
Toplam Reaksiyon:
4Ag + O + 2H,0 + 4CIT — 4 AgCl + 4HO

Sekil 2.8” de oksijenin reaksiyon ortamindan katoda gecisi sirasindaki difiizyon

basamaklar1 verilmistir.
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Sekil-2.8. : Oksijenin reaksiyon ortamindan katoda ulasana kadar karsilastig1 difiizyon
engellerinin sematik gdsterimi (Akyilmaz, 1996).

2.6.4. Biyobilesenler

Biyosensorler de kullanilan ve analiz edilecek madde ile spesifik bir etkilesime
giren biyoaktif bilesenlerdir. Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler bazen

de biyoreseptdrler olarak da adlandirilirlar.

Biyobilesen olarak kullanilan enzim kaynaklar1 igersinde en yaygin olarak

kullanilan saf enzimler, doku kesitleri ve mikroorganizmalardir.

Kullanim sikligina g6re biyobilesenler

B Enzimler

Doku kesitleri
Mikroorganizmalar
Organeller

Immuno ajanlar

Niikleik asitler ve Reseptor molekiilleridir.

Biyobilesen olarak kullanilan enzim kaynaklar1 icerisinden saf enzimler, doku

kesitleri, mikroorganizmalar ve_organeller biyokatalitik etkiye sahiptirler ve analiz
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edilecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime girerek kimyasal bir reaksiyon
sonucunda iiriin olustururlar. Olusan iirlinlerin degisimine gore de fiziksel bilesen segilir

ve Ol¢lim saglanir.

Ancak, immiino ajanlar, niikleik asitler ve reseptor molekiilleri ise biyospesifik

etkiye sahiptirler ve analiz edilecek madde ile kimyasal bir reaksiyonla iiriin
olusturmazlar. Fakat, bunlar analiz edilecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesimi

sonucunda birleserek baglanirlar. Daha sonra olusan degisimin esasina gore de fiziksel

bilesen secilir ve 6l¢iim saglanir (Telefoncu, 1999).

Tablo-2.3. : Biyobilesen olarak kullanilan enzim kaynaklarinin birbirleri arasindaki

avantaj ve dezavantajlar.

KAYNAK AVANTAJ DEZAVANTAJ
eDaha spesifiktir. ePahalidir.
. e Difiizyon sorunu yoktur. o Aktivator-Kofaktor
SAF ENZIMLER eDaha hizli analiz siiresi gerektirir.
e Kullanim miktar1 azdir. eKararlilig: diisiik
eimmobilizasyon problemli
e Kullanim siiresi kisa
o Yiiksek kararlilik e Difiizyon sorunu yoktur
eYiiksek aktivite eDaha uzun analiz siiresi
e Diisiik maliyet eMikrorganizma  iiremesine
. . e Kullanim kolaylilig1 acik
DOKU KESITLERI o Aktivator-kofaktor eGaz gecirgenligi az

gerektirmez.
o (Coklu enzim sistemi kullanimi1
e Mekanik dayaniklilik yiiksek e Difiizyon sorunu vardir.

. . eHazirlama kolayligt eDaha uzun analiz siiresi

MIKROORGANIZMALAR | eYiiksek aktivite eGaz gegirgenlikleri az

o Coklu enzim sistemi e Mikroorganizma sayisi
eHazirlanirken aktivite kaybi | optimize edilmeli
yok
eYiiksek kararlilik
eistenilen yonde gelistirilebilme

Saf olarak kullanilan enzimler; difiizyon sorunu olmamasi, hizli analiz siiresi ve

daha spesifik olmalar1 gibi avantajlar1 varken kararliliklarinin diigiik olmasi, aktivator ve
ko-faktoer gerektirmeleri ve pahali olmalar1 gibi de dezavantajlar1 vardir. Biyobilesen
olarak kullanilan doku kesitleri ve mikroorganizmalarin kullaniminda ise difiizyon
sorunu olmasi, analiz siiresinin uzun olmas1 gibi dezavantajlar1 varken; aktivator ve ko-

faktor gerektirmemeleri, yiiksek aktivite ve kararlilik gibi de avantajlari da vardir.
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(Portaccio v.d. , 2006; Karakus v.d. , 2005; Wu v.d. , 2007; Suman Singh v.d. , 2007;
Sezgintiirk v.d. , 2005; Kim, 2006; Abayomi v.d. , 2006; Timur v.d. , 2003; Srisawasdi
v.d., 2006) (Tablo-2.3)

Bu c¢alismada amag; bitkisel dokularin biyosensorlerde biyobilesen olarak
kullanabilirligi oldugundan, verilen biyobilesenler i¢inden yalnizca enzimler ve doku
esasli biyobilesenler ayrintili olarak agiklanacak diger biyobilesenler agiklanmayacaktir.

Bunlar hakkinda bilgi, ilgili kaynaklarda bulunmaktadir.

2.6.5. Biyobilesenlerin immobilizasyonu

Uygun biyobilesen ve fiziksel bilesen (transduser) sec¢ildikten sonra bunlarin
birbirine baglanmasi en O6nemli sorundur. Bu baglanma islemi biyobilesen
immobilizasyonu olarak adlandirilir. Bu amacla ¢ok degisik yontemler kullanilabilir.

Hangi yontemin kullanilacag segilen biyobilesen ve fiziksel bilesene gore belirlenir.

Immobilizasyon hareketin sinirlandirilmasi islemidir. Biyobilesen ile fiziksel

6l¢iim sisteminin birlestirilmesi i¢in immobilizasyon yontemleri kullanilir.

Immobilizasyon, biyobileseninin kararliligi ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik

avantaj saglar. Biyobilesenin immobilizasyonunda baslica 5 yontem kullanilir.
Bu yontemler asagida kisaca agiklanmis ve Sekil-2.9 da gdsterilmistir.

a)Kovalent baglama: Biyobilesenin dogrudan fiziksel bilesen yiizeyine ya da dnceden

uygun bir film veya tabaka ile kaplanmig fiziksel bilesene kimyasal bir reaksiyon

sonucu kovalent baglanmasidir.

b)Tutuklama: Biyosensorlerde biyobilesen olarak kullanilacak maddenin polimer jel

matrixler de veya daha basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanmasidir.

¢)Capraz baglama: Tutuklama yontemiyle kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli

olarak uygulanir. Tutuklama ile hapsedilmis biyobilesen glutaraldehit, hekza metilen,
diizosiyanat veya diflorodinitrobenzen gibi bifonksiyonel rektiflerle film veya tabakaya

kovalent baglanir.
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d)Adsorbsiyon: immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemdir.

Biyobilesenin film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik veya iyonik etkilesim sonucu

baglanmasidir.

e)Biyolojik baglama: Biyobilesenin film veya tabakaya spesifik biyokimyasal

baglanma ile assosiasyonudur.

—
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Sekil-2.9. : Biyobilesen hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan immobilizasyon yontemleri
(sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm).

Biyosensorlerde en ¢ok kullanilan immobilizasyon ydntemlerinden jel iginde
tutuklama, polimer matrix de tutuklama ve elektrot yiizeyinde biriktirme yontemleri
fiziksel yontemler sinifina girerler. Ancak, ¢arpraz baglama, adsorbsiyon ve kovalent
baglama immobilizasyon yontemleri ise kimyasal yontemler siifina girer. Cilinki
biyobilesen olarak secilen enzim kaynagi kimyasal bir reaksiyon sonucunda fiziksel

bilesene baglanir (Telefoncu, 1999).

2.6.6. Enzim biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk

calismalarin enzim sensorleri ile basladigr goriilmektedir. 1962’ de Clark ve Lyons ve
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1967’ de Uptike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz
enzim elektrotlart bu konudaki ilk &rnekleri olusturmaktadir. Biyosensor
teknolojisindeki ilk 6rnekler 6zellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim

elektrotlar seklinde ortaya ¢ikmiglardir (Dingkaya, 1999).

Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yani sira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlariin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan verilmistir.
Bu ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim
sistemlerinin kombinasyonu ile ¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam etmektedir. Bugiin ki sonuca bakildiginda hangi temel iletim sistemi olursa olsun
ki elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirlig1 s6z konusudur, pratik ve ticari
uygulamalarda enzim elektrotlarinin bir {istiinliigli goze ¢arpmaktadir. Bu sonugtaki en
biiylik etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirli maddenin dogrudan veya
dolayli olarak analizinde kullanilacak binlerce enzimin varligidir. Bilinen enzimlerin
yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada yiizlerce enzim preparatinin
bulunabilirligi ve saymin her gecen gilin yiikselmesi enzim sensorlerinin tartisiimaz

istiinliigiinden devam edileceginin bir gostergesidir (Dingkaya, 1999).

2.6.7 Doku biyosensorleri

1981’ de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan itibaren, bir¢ok
bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitki dokusu temelli biyosensorlerin bir
cogu; amperometrik elektrotlar, potansiyometrik transduserler ya da bu sistemlerin gaz-

duyar elementler ile kombinasyonu sonucu olusturulmaktadir (Baoxin, v.d. , 2002).

Bitki doku materyalleri kullanilarak olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle
olusturulan biyosensorlere bir alternatiftir (Sidwell ve Rechnitz, 1986). Hayvansal ve
bitkisel dokularin organellerin kimi enzimlerce zengin oldugu bilinmektedir. iste bu
enzimlerin, izole edilmis preparatlarin yerine dogrudan yogun bulunduklar1 bu
kaynaklar, biyosensér hazirlanmasinda kullanilir (Telefoncu, 1999). Doku
biyosensorlerin de enzimin saflastirilmast gerekliligi ortadan kalkar, ayrica doku
biyosensorleri baz1 enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik maliyet gibi

avantajlara sahiptirler (Macholan, 1987; Wang, Naser, 1991).
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Doku kesitleri kullanildiginda biyosensoriin cevap siiresi genellikle uzundur. Bu
stireyi kisaltmak i¢in doku kesiti yerine bir havanda dokunun ezilmesi ile hazirlanan ve

iyice homojenize edilen kisim kullanilir (Telefoncu, 1999).

2.6.8. Denemelerde taranan bitkisel doku érnekleri

Tezin baslangicinda spektrofotometrik yontemle yapilan Dbitkisel doku
taramalarinda, ayn tiir ve biiyiikliikteki; patlican, Trabzon hurmasi, muz kabuklar
(Anamur muzunun), lifli aloe vera, lifsiz aloe vera, kuru keciboynuzu, kereviz, kaktiis,
giivem, fasulye, enginar, bezelye, bakla, ayva, alabas tohumu, alabas sebzesi, yerelmasi
ve genelde Trabzon yodresinde yetisen kokulu tiziim bitki doku Orneklerinden
yararlanilmistir. Bu tarama sonucunda polifenol oksidaz enzim aktivitesi yiliksek olan
muz kabuklari, yerelmasi ve bakla bitki dokularinin biyosensorlere uygulanabilirligi

arastirilmistir.

2.6.8.1. Muz (Musa Cavendish)

Muz, Giineydogu Asya’dan ¢ikmistir. Anavatant Giiney Cin, Hindistan ve
Hindistan ile Avustralya arasinda kalan adalardir. Muzu ilk kiiltiire alanlarin balikgilar
oldugu sanilmaktadir. Balik¢ilar a§ yapmak i¢cin muzun yapraklarindan yararlanmiglar
ve bu sekilde tarimi baslamistir. Muzla ilgili ilk eser M.O. 600-500 yillarina aittir ve
Hindistan’da bulunmustur. Muz bitkisi tilkemize ilk defa 1750 yillarinda Misir’la ilgisi
olan zengin bir aile tarafindan siis bitkisi olarak, Misir’dan Alanya’ya getirilmistir. O
yillarda daha cok siis bitkisi olarak yetistirilen Muzun meyve verdiginin goriilmesi
tizerine, 1930'lu yillardan sonra meyvesi i¢in ticari amacla yetistirilmeye baslanmistir.
Bugiin lilkemizde sadece Anamur, Bozyazi, Gazipasa ve Alanya ilgeleri ile ¢evresinde

Musa Cavendish dedigimiz bodur muz iiretimi yapilmaktadir.

Diinya muz tiretimi 1975 yil istatistiklerine gére 37 milyon tondur. Ekilis alani
1se 29.150.000 dekardir. Muz, iilkemizde 1994 de 12.000 dekar alanda 30.000 ton iken
2000 yilinda 20.000 dekar alan ve 80.000 ton iiretime ulasmustir. Ulkemizin yillik muz
tiikketimi ise 400.000 ton civarindadir (http://www .karanlar.com/).
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Sekil-2.10. : Muz agac1 ve meyvesinin genel goriintiisii (http://www.1resimler.com-
www.resimmotoru.com).

Akdeniz bdlgesinde yetistirilen muz bitkisinin 40 tiiri ve 250 kadar g¢esidi
bulunmaktadir. 1-15 m. kadar boylanan, dallanmamis iri govdeli, genis yaprakh

yukaridaki sekilde goriildigii gibi 1 yillik otsu bir bitkidir.

Gergek govdesi sogan biciminde ve topragin altindadir. Yapraklarin i¢ ige
gecmis kinlari, toprak {istlinde muzun "yalanct govde"sini olusturur. Yalanci gévdenin
ortasindan ve yaprak demetinin arasindan ¢ikan ¢igek toplulugu da bir demet olusturur.
Bu demetin dibinde 6nce beliren ¢icekler disi karakterdedir. Daha sonra demetin
tepesinde erkek cicekler ortaya ¢ikip yere dogru egilir. Disi ¢igeklerin tozlasip
olgunlagsmasiyla hevenk bi¢iminde meydana gelen meyve kiimeleri, yukar1 dogru

dikilir.

Muz meyvesi taze olarak yenildigi gibi pastacilikta, tatlicilikta ve dondurma

yapiminda kullanilir. Likorii de yapilir.

Muzun Besin Degerleri:

100 g soyulup dilimlenmis taze muzun igerdigi besin degerleri sdyle
stralanabilir: 85 kilo kalori: 1,1 g protein; 22.2 g karbonhidrat; 0 kolesterol; 0,2 g yag;
0,5 g lif; 26 mg fosfor; 8 mg kalsiyum; 0,7 mg demir; | mg sodyum; 370 mg potasyum;
33 mg magnezyum; 190 IU A vitamini: 0,05 mg B1 vitamini; 0,06 mg B2 vitamini; 0,7
mg B3 vitamini; 0,5 mg B6 vitamini; 7 mg C vitamini; 10 pg folik asit: 7 mg C vitamini

ve 0,4 mg E vitamini (http://www.sagliksayfam.com/besinler-ve-ozellikleri/muz.html).
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Muzun Saglik Acisindan Onemi:

Kolesterol dusgiiriicii etkisi vardir. Zaman zaman enerji depolamak isteyen
sporcular ve otomobil kullanirken yorulan siiriiciiler i¢in ideal bir meyvedir. Ezilmis
olarak ishale kars1 etkin bir meyvedir. Yiiksek tansiyonu onler. Ulser yaralarini tedavi
eder. Icersindeki sodyum ve potasyum kalbi gii¢clendirir. Mutluluk hormonlar1 Serotonin
ve Salsolinol muz yiyenleri rahatlatir. Sporcular i¢in "yasal doping maddesi" olarak da

anilir. Besleyici 6zelligi sebebiyle bebek mamasi olarak kullanilmaya uygundur.

Bu tez c¢alismasi sirasinda Anamur muzunun i¢ kisminda ve kabugunda PPO
aktivitesi arastirildi. Yapilan denemelerde kabugunun PPO aktivitesi daha yliksek

bulunmustur.

2.6.8.2. Yerelmasi (Helianthus tuberosus)

Yeraltindaki yumrular1 ekim-nisan aylar1 arasinda topraktan sokiilerek kis
sebzesi olarak yenilen Yerelmasi, Bilesikgiller familyasindandir. Anayurdu Amerika
kitas1 ve 6zellikle Kanada olan bu ¢ok yillik dayanikli otsu bitki, 17. yiizyilda Avrupa'ya
getirilmig ve oradan diinyaya yayilmistir. 1,5-2 m. kadar boylanabilen yerelmasi bitkisi
aycicegine benzer; ama yaprak ve ¢icekleri daha kiiciiktiir. Yazin agan sarigigekleri iri

papatyalari andirir.

Sekil-2.11. : Yerelmas: bitkisinin genel goriintiisii (http://bitkisel.mutlupartner.net)
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Sekil-2.12. : Yerelmasi bitkisinin ¢icegi ve kokleri.

Bitkinin toprak {istii kesimleri hayvanlara yedirilir. Onemli olan, tadi biraz
enginara benzeyen yumru kokleridir. Bej, kahverengi ya da bazen pembe-turuncu renkli
olan bu yumrular, dig goriinlis yonilinden patatese benzer ancak patates kadar diizgiin
yapili degildir. Yukaridaki resimde toprak iistii kismi, ¢icegi ve yumru kokleri

goriilmektedir.

Yerelmasinin Besin Degeri:

Yerelmas1 yumrulari, biiyiik oranda fuktoz polimeri iniilin adl1 madde ile meyve
sekeri (fruktoz) icerir. Bu nedenle tath bir lezzeti vardir ve ¢ok besleyicidir. Nisasta

(glukoz polimeri) igermediginden kalorisi ¢ok diistiktiir.

Yerelmasinin Saglik Acisindan Onemi:

Emzikli annelerde siit gelisini artirir. Idrar soktiiriiciidiir. Bobreklerin calismasini
hizlandirir. Safra kesesini etkileyerek safra 6zsuyu gelisini artirir. Miigkdil etkisi vardir.
Cildi giizellestirir. Cinsel gilicli artirma (afrodizyak) etkisi bulundugu ileri
siiriilmektedir. Bedenin direncini artirirken kan sekerini yiikseltmedigi icin seker
hastalarina her zaman tavsiye edilen bir besindir

(http://www .sagliksayfam.com/besinler-ve-ozellikleri/yerelmasi.html).

2.6.8.3. Bakla (Vicia faba)

IIkbaharm miijdecisi gibi pazara ve manavlara ilk gelen sebzelerden Bakla'y1

veren, Baklagiller'in 6rnek bitkisidir. Anayurdu Avrupa ve Asya kitalar1 olan baklanin,
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5.000 y1l kadar énceleri Cin'de yetistirildigi eski metinlerde goriilmektedir. Ulkemizde
de bol bol yetistirilen ve tiiketilen bakla, 60-100 cm. boylanabilen (bir yillik) otsu
bitkidir. Toprakta 1 m. kadar derine inebilen giiclii bir kok yapisi ile dort kdse kesitli ici

bos govdesi vardir.

Uygun kosullarda bitki, birka¢c gévde birden olusturup kardeslenerek iiriiniinii
artirmay1 saglar. Bakla bitkisinin iki tlirlii yapragi vardir: Asil yapraklari yesil renkli,
oval bicimli ve bilesik bir sap iizerinde karsilikl1 dizilidir. ikincil derecedeki beyazimsi
yapraklar1 oval ya da mizrak bi¢imli olup kenarlar1 dislidir. Bunlarin iizerinde siyah

renkli nektar bezleri bulunur.

Sekil-2.13. : Bakla bitkisi (www.bitkiseltedaviyontemleri.com).

Sekil-2.14. : Baklanin i¢ goriintiisii (www.kiriktabak.com).

Bitkinin erselik Ozellikler tasiyan cicekleri beyaz renklidir. Ama iizerlerinde

kirmizimtirak ¢izgiler ve morumsu veya siyah lekeler goriiliir. Kendi kendilerini
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dolleyen bu ¢iceklerden bitkinin bakla ya da badi¢ denilen meyveleri olusur. Baklalar
yesilin ¢esitli tonlarin dadir. Sapa yakin boliimiinde siyah renkli bir kiilah olusur. Bu
kiilah, bakla cesitlerine gore farkli olur. Baklanin icindeki taneler (bakla i¢i denilen
cekirdekleri ya da bitkinin tohumlar1) de bakla cesitlerine gore irilik, bicim ve sayi

bakimindan ¢esitlilik gosterir.

Baklanin Besin Degerleri:

100g baklanin igerdigi besin degerleri sunlardir: 45 kalori; 5 g protein; 6 g
karbonhidrat; 0 kolesterol; 3 g yag; 1,5 g lif; 22 mg fosfor; 20 mg kalsiyum; 0,4 mg
demir; 85 mg sodyum; 110 mg potasyum; 150 IU A vitamini: 0,04 mg B1 vitamini;
0,03 mg B2 vitamini ve 4 mg C vitaminidir (http://www.sagliksayfam.com/besinler-ve-

ozellikleri/bakla.html).

Baklanin Saglik Acisindan Onemi:

Bakla, baklagillerdeki tiim sebzeler gibi bedenin kansere yakalanma riskini
azaltir. Bedenin kotii kolesterol diizeyini diisiiriir. Bakla icerdigi insiilinle kan sekerini
diizene sokar. Icerdigi yiiksek orandaki lifle peklik (kabizlik) ¢ekenlere iyi gelir. Bakla
ayrica, hemoroit ve diger kalinbagirsak sorunlarinda da saglhiga yararh etkiler saglar.
Biitiin bu sagligimiz icin faydali etkilerinden yararlanilmak iizere taze bakla ya da i¢
baklanin diyetimize katilmasi ve giinliik olarak bir fincan dolusu baklanin yenmesi

yeterli olacaktir (http://www.uslanmam.com/ziraat-tarim/115092-bakla.html).

Dikkat: Bakla, bu besine karst duyarli kisilerde bakla zehirlenmesine (favizm) yol
acabilir. Bu duyarlhilik kalitimsal olup bodyle kisiler bakla yememelidir. Ayrica, bu

sebeple cok kiiciik cocuklara bakla yedirilmemesi dnerilmektedir.
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyal

Polifenol

ekstratlar1 hazirlanirken ayni tiir ve boyuttaki muz kabugu, yerelmasi, bakla, kokulu
lizim (Trabzon yoresinde yetisen kara iiziim), giivem, fasulye, bezelye, kurutulmus
kaktiis (kaynanadili yapragi), kuru aloe vera (sar1 sabir otu), alabas tohumu ve alabas
sebzesi, kereviz, ayva, enginar, patlican, Trabzon hurmasi ve kuru kec¢iboynuzundan
yararlanildi ve bu bitki dokularinin bazi 6zellikleri Tablo-3.1 de verilmistir. Anamur
muzu ve Trabzon yoresinde yetisen kokulu iiziim (kara {iziim) hari¢ yararlanilan bitkisel
dokularin hepsi Edirne Merkezdeki yerel pazardan temin edildi. Ayrica, aloe vera

(Sarisabir otu) ve kaktlis (Kaynanadili yapragi) yapragi da Didim-Aydin yoresinden

temin edilmistir.

oksidaz tayinine yonelik

spektrofotometrik  dl¢iimlerde,

Tablo-3.1. : Spektrofotometrede taranan bitki dokularinin bazi 6zellikleri.

TURKCE ADI LATINCE ADI FAMILYASI BHLLANILAR
Anamur muzn Musa Cavendish Musaceae (Muzgiller) Kabuklan
Bakla Vicia faba Baklagiller(Fabacsas) Tamanu
Yerelmas: Helianthus fubsrosus Bilegikgiller (Yumru) Kokleri
Trabzon Hurmas: Diospoyros kaki Ebenaceas Olgun Meyvesi
Patlican Solarum melongena | Patlicangiller (Solanaceas) Olgun sebzesi
San Sabir (Od Agaci) ‘. _,L_;"O]f aﬁr_ﬁ pesic) Lilidoeae (cambakgiller) | Kurutulmus yvapraklan
Keciboynuzu Ceratoniasiligua | Badagiller (Fabaceae) Olgun Meyvesi
Kereviz Apium graneolens M ay danozgiller (ApiaceasfAyiklanms clgunsebzesy
Ki‘nfﬂl_u;f-‘ic‘uitl’ﬂél D'mnﬁﬂ?uigfiﬁmﬁm Atlascicegigiller Olgun Yaprag:

Givem (gakalerigi)

Prunus spinosa

Camgiller-Pinaceae

Olgun Meyvesi

fasiilye (vesil) Phasealus vulgans baklagiller (fabaceae) Olgun Sebzesi
Alabag tohumu Bm':;ﬂg;ﬁif g Lahanagiller Tohumu
Alabas Sebzesi Bmg;ﬁ_"g?ﬂfif ar. Lahanagdler Olgun Sebzesi
Enginar Cynara scolymas |§:§§ﬁl¢§}fﬂi TEIT'iZlErEEI};'I;E:iDIELm
Trabzon kokulu tiziimi|Vitis labrusca (lsabella) Vitaceae

Olgun Meyvesi

Avva C"Idf"f:d ?ﬂff’i Rosaceae (Giilgiller) Olgun Meyvesi
Bezelye Pisum saftvurm Baklagiller (Fabaceae) Olgun Sebzesi
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Katesol ve L-Dopa tayinine yonelik doku homojenati biyosensorleri
hazirlanirken; (spektrofotmetredeki sonuclardan sonra) spektrofotometrik Ol¢tim
sonucunda polifenol oksidaz aktivitesi yiliksek olan muz, yerelmasi ve bakladan

dokularindan yararlanildi.

Deneyler kullanilan cihazlar ve kimyasallar:

Cihazlar:

Deneylerde kullanilan alet ve cihazlarin tiimii Tablo-3.2 de verilmistir.

Tablo 3.2. : Deneylerde kullanilan arag ve geregler.

ARAC-GERECLER
RAY LEIGHT UV-1600 marka Spektrofotometre
THERMO ORION 3 Star marka Oksijenmetre
THERMO ORION 081010 MD Coziinmiis Oksijen Probu
NUVE- BM-302 marka Siirkiilasyonlu Su Banyosu
WTW pH 3301 marka pH metre
MSE MISTRAL 2000 Marka Santifiriij
CHILTERN SCIENTIFIC marka 1sitic1 ve karistirict
GEC AVERY VA124-1AA2M13AAE (120 g) analitik terazi
KOTTERMANN-1032 destile su cihazi
EPENDORF mikropipet takimi
ARCELIK marka buzdolab:

Kimyasallar:

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilan kimyasallar asagida Tablo-3.3 de

verilmigtir.
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Tablo 3.3. : Deneylerde kullanilan kimyasallar ve markalari.

KULLANILAN KIMYASALLAR

Kimyasalin Ad1 Temin Edilen Kaynak
e Na,HPO,.12H,0
e KH,PO, . MERCK
e GLUTER ALDEHIT (% 25 lik)
e KATESOL
e [ -DOPA
e JELATIN (225 BLOM) SIGMA

3.2. Hazrlanan Cozeltiler

3.2.1. Spektrofotometre denemelerinde kullanilan cozeltiler

20 mM pH:7,0 Fosfat Tamponu: 7,96 g Na,HPO,4.12H,0 dan alind1 ve balon
jojede 1 litreye (¢0zelti-1) tamamlandi. 1,511 g KH,PO4 den alindi ve balon jojede 500
mL ye (¢ozelti-2) tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti-1 den 600 mL, ¢ozelti-2 den 400 mL
alind1 ve karistirildi. pH-metre ile kontrol edilerek pH:7,0 ye ayarlandi.

0,02 M L-Dopa Céozeltisi: 0,39438 g L-Dopa alind1 ve balon jojede 20mM
pH:7,0 Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlanda.

0,02 M Katesol Cozeltisi: 0,22 g katesol alind1 ve balon jojede 20mM pH:7,0

Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlanda.

3.2.2. Biyosensor denemelerinde kullanmilan ¢ozeltiler

50 mM pH:7,5 Fosfat Tamponu: 17,901 g Na,HPO4.12H,0 dan alind1 ve
balon jojede 1 litreye (¢Ozelti-1) tamamlandi. 1,7005 g KH,PO, den alind1 ve balon
jojede 500 mL ye (¢ozelti-2) tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti-1 den 850 mL, ¢ozelti-2
den 150 mL alind1 ve karistirildi. pH-metre ile kontrol edilerek pH:7,5 e ayarlandi.
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75x10° M L-Dopa Cozeltisi: 1,48 g L-Dopa alindi ve balon jojede 50mM
pH:7,5 Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden de 1 mL alind1 ve
balon jojede 100 mL ye 50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

15x10° M L-Dopa Céozeltisi: 0,296 g L-Dopa alindi ve balon jojede 50mM
pH:7,5 Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden de 1 mL alind1 ve
balon jojede 100 mL ye 50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

0,03 M Katesol Cozeltisi: 0,33 g katesol alind1 ve balon jojede S0mM pH:7,5

Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlandi.

0,006 M Katesol Cozeltisi: 0,066 g katesol alind1 ve balon jojede SOmM pH:7,5

Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlandi.

0,6 mM Katesol Cozeltisi: 0,6607 g katesol alind1 ve balon jojede 100 mL ye
50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden de 1 mL alindi1 ve balon
jojede 100 mL ye 50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

0,9 mM Katesol Cozeltisi: 0,991 g katesol alind1 ve balon jojede S0mM pH:7,5
Fosfat tamponu ile 100 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden de 1 mL alindi ve balon

jojede 100 mL ye 5S0mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

2,4 mM Katesol Cozeltisi: 2,64264 g g katesol alind1 ve balon jojede S0mM
pH:7,5 Fosfat tamponu ile 100 LI ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden de 1 ml alind1 ve balon
jojede 100 mL ye 50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

% 2,5 luk Glutaraldehit Cozeltisi: % 25 Glutaraldehit ¢ozeltisinden 10 mL
alind1 ve balon jojede 100 mL ye 50mM pH:7,5 Fosfat tamponu ile tamamlandi.

3.3 Metotlar

3.3.1.1. Ham enzim c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Spektrofotometre de Ol¢iilmek lizere ayni tiir ve biiytikliikteki patlican, Trabzon

hurmasi, muz kabuklart (Anamur muzunun), lifli aloe vera, lifsiz aloe vera, kuru
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keciboynuzu, kereviz, kaktiis, giivem, fasulye, enginar, bezelye, bakla, ayva, alabas
tohumu, alabas sebzesi, yerelmasi ve genelde Trabzon yoéresinde yetisen kokulu
lizimden hazirlanmis olan ham enzim c¢dzeltilerinin her biri icin ayni prosediir

kullanilmigtir. Kullanilmis olan prosediir Tablo-3.4 de verilmistir.

Tablo-3.4. : Enzim ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

Islem Siras: Islem

20 g bitki dokusu alnir ve havanda iyice ezilerek iizerine 20 mL 0,02M pH:7
Fosfat tamponu ilave edilir. Ancak, bu islem +4 °C de yada buzda sogukta
1 gerceklestirilir.

Karisim, Nuche erlenmayeri ile nuche siizgecinde komprasor yardimi ile yada
2 su trompu ile siiziintii kat1 kistmdan ayrilir.

Stiztintii, 4500 rpm de 1 saat santifiriijlenir.
Not: santifriijdeki tiiplerin istli parafilm ile hava alamayacak sekilde
3 kapatilmalidir.

Santifiriijden alinan tiiplerin igindeki siiziintii slizge¢ kagidindan siiziiliir ve
4 siselenir.

3.3.1.2. Spektrofotometre ile enzim aktivitesi tayin yontemi

Ornek kiivet 5 mL olacak sekilde; (0.01, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mL olacak sekilde)
enzim ¢dzeltisi, 1 mL 0.02M Katesol ( 0.02M pH:7.0 Fosfat tamponunda hazirland)
cozeltisi ve ilave edilen enzim ¢ozeltisine gore (sirasi ile 3.99, 3.9, 3.8, 3.5 ve 3 mL

olacak sekilde) 0.02M pH:7.0 Fosfat tamponu igerdi.

Referans kiivet; 1 mL 0.02M Katesol ¢ozeltisi ve 4.00 mL 0.02M pH:7.0 Fosfat
tamponu igerdi. 10 dakika boyunca her 1 dakikadaki absorbans artislar1 kaydedildi.
Olgiimler 20 °C de 420 nm dalga boyunda yapildi. Aktivite birimi olarak 1 dakikadaki

0.001 absorbans artigina sebep olan enzim miktar1 olarak tanimlandi. (Yagar, 1994).

Enzimin substrat ile muamelesi sonucunda olusan enzimatik reaksiyonun ilk 10

dakikasindaki 420 nm de okunan absorbans degerleri alindi. Ancak reaksiyonlarin ilk 3
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dakikada tamamlandigi anlasildigindan reaksiyon siiresi olarak ortalama ilk 3 dakika

alindi. Hesaplamalarda agagidaki formiiller kullanilmistir.

U= 1 AA/dak.
e d

Hacimsel Aktivite (U / ml) = ;v AA /dak.
=

hacimsel aktivite

Bagil spesifik aktivite = mg olarak ml deki protein

Burada;

U: Uluslararas: enzim {initesi

d: em olarak kiivet kalinlig:

e : Molar absorbsiyon katsayisi(217,817)
AA [dak.: Dakikada absorbans degisimi

V: Kullanilan enzim hacmi

3.3.2.1. Doku homojenati biyosensorlerinin hazirlanmasi

Doku biyosensorleri hazirlanirken; spektrofotmetrik tarama sonucunda polifenol
oksidaz aktivitesi yiiksek olan yerelmasi, muz kabuklar1 ve bakla dokular

kullanilmustir.

Jelatin tabanli doku homojenati biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanilan
temel elektrot oksijen elektrotudur. Asagida verilen reaksiyonlar sonucunda gerceklesen
¢cozlinmiis oksijen miktarindaki farkin doku homojenati biyosensoril ile belirlenmesi

mumkindiir.

Katesol + ¢, _PPO
O

OH
+ 0, PPO, siinon +
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Bu sistemin olusturulmasi ile oksijen elektrotu ylizeyi jelatin-doku homojenati

tabakasiyla kaplandi ve ardindan glutaraldehit ile capraz baglanmasi gergeklestirildi.

Yerelmasi, bakla ve muz kabuklarinin, doku homojenat1 kullanilarak hazirlanan
jelatin tabanli biyosensorlerin hazirlanmasinda izlenen prosediir Tablo-3.5 de
verilmistir. Hazirlanan biyosensor dl¢limler sonrasi destile suyla yikanir ve bir sonraki
dlciime kadar icerisinde destile su bulunan beherde +4 °C de saklanir. Bu islemdeki

amac nemli ortam saglayip elektrotun kurumasini engellemektir.

Tablo-3.5 : Doku homojenati kullanilarak jelatin tabanli biyosensorlerin hazirlanmasi.

Islem Sirasi Islem

5 gr (150 mg bitki dokusu i¢in 750 pL 50 mM pH:7,5 fosfat tamponu) bitki
dokusu alinir iizerine 25 mL 50 mM pH:7,5 fosfat tamponundan eklenir ve
1 porselen havanda homojenize edilir. Homojenize edildikten sonra
karigimdan 900 pL ‘ ser homojenat alindive flakonlara koyuldu.

900 puL homojenat bulunan flakon igersine 20 mg jelatin koyulur ve 37,5
2 °C de 15 dk su banyosunda bekletilerek ¢Oziiniir hale getirilir. Bu
flakondan 200 pL homojenat g¢ekilerek c¢oziinmiis oksijen membrani
ylizeyine yayilir.

3 +4 °C de (buzdolabinda) 1 saat siireyle beklemeye birakilir.

Bekleme siiresinin sonunda buzdolabindan aliarak % 2,5 luk glutaraldehit
4 ile (50 mM pH:7,5 Fosfat tamponunda hazirlanmig) 5 dakika boyunca
muamele edilir.

Glutaraldehit muamelesi sonrasi biyosensor destile su ile yikanir, daha
5 sonra ¢aligma sicakliginda ve 50mM pH:7,5 fosfat tamponunda bekletilir.

3.3.2.2. Doku homojenati biyosensorleri ile dl¢iim ilkesi

Doku homojenatt biyosensorlerinin hazirlanmasinda oksijen elektrotunun dis
ylizeyine biyoaktif tabaka monte edilmistir. Enzimatik aktivite sonucunda calisma
kosullarinda katesoliin, o-kinona oksidasyonu gerceklesmektedir. Olgiim hiicresine

substrat ilavesinin ardindan enzimatik reaksiyonun baslamasiyla birlikte oksijenin
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kullanim1 ile ¢oziinmiis oksijen miktarinin farkli olmasina (azalmasina) neden

olmaktadir.

Doku homojenati biyosensorleri ile yapilan Ol¢iimlerde kullanilan deney

diizeneginin resmi Sekil-3.1. de verilmistir.

Sekil-3.1. : Doku homojenati temelli biyosensorler ile 6l¢iim alinirken deney
diizeneginin ve kullanilan siirkiilasyonlu su banyosunun resmi

Olgiim yapilmadan once biyosensdr termostata bagli reaksiyon hiicresine
aliarak ve manyetik karistiric ile karistirilarak, ¢alisma tamponunda 37,5 OC sicaklikta
1 saat boyunca bekletilir. Daha sonra tampon degistirilir. Substrat ilavesi dncesinde
sistemin dengeye gelmesiyle (10 dakika) belirlenen ¢6ziinmiis oksijen miktar1 degeri
kaydedilir ve ardindan substrat ilavesi yapilir. Olusan enzimatik reaksiyon 10 dakikada
tamamlanir ve yeni bir denge durumuna ulagilir. Bu durumda oksijen metreden okunan
oksijen miktari, substrat yokluguna kiyasla daha diistiktiir. Deneysel ¢alismalarda her
iki denge durumunda okunan ¢dziinmiis oksijen miktarinin farki alinir. S6z konusu

farklanma, substrat konsantrasyonuyla orantilidir.

Not: Her olgiimdeki toplam reaksiyon siiresi 20 dakikadir. Bu siirenin ilk 10
dakikasi sistemin dengeye gelmesi i¢in beklenir ve bu siire sonunda ¢6ziinmiis oksijen

miktar1 kaydedilir. Sistem dengeye gelince substrat ilavesinde sonra 10 dakika
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reaksiyon siiresi hesaplanir ve bu siire sonunda da ¢oziinmiis oksijen miktar1 kaydedilir.

Ik 10 dakikadaki ¢dziinmiis oksijen miktarindan, 10 dakikalik reaksiyon siiresi

sonundaki ¢ézlinmiis oksijen miktar1 ¢ikarilir. Bdylece enzimin olusturdugu reaksiyon

sonucunda harcanmig ¢6zlinmiis oksijen miktar1 hesaplanmis olur.

Doku homojenat1 biyosensdrleri biyoaktif tabakalarinin Sematik gosterimi Sekil-

3.2. de verilmistir.

Jelatin

i T [ = T Rl

Gluteraldehit
o
L
u
T
R
A
L
D
H
I
T

Jelatin Gluteraldshit

Sekil-3.2. : Doku homojenati1 biyosensorleri biyoaktif tabakalarinin Sematik gosterimi

(Sezgintiirk, 2002).

3.3.2.3. Katesol tayinini icin doku biyosensorleri

Katesol tayinine yonelik kullanilacak sistem igin, spektrofotometrik tarama

sonucunda PPO aktivitesi yiiksek olan yerelmasi, muz kabuklar1 ve bakla dokularindan

yola c¢ikarak cesitli doku biyosensorleri hazirlandi. Degisen katesol konsantrasyonuna

karsilik bu biyosensdrlerin cevaplart karsilastirildi.
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Katesol tayinine yonelik hazirlanmis doku biyosensdrlerinin hepsi (yerelmasi,

muz kabuklar1 ve bakla) daha 6nceden belirlenmis optimum sartlar altinda uygulandi.

150 mg bitki dokusu miktari, 20 mg jelatin miktari, %2,5 luk glutaraldehit,
optimum pH:7.5, 50mM fosfat tamponu (pH:7,5 i¢in) konsantrasyonu, sicaklik olarak
da 37.5 °C optimum sartlar olarak belirlendi. Ayrica, L-Dopa tayinine yonelik

hazirlanan bakla biyosensorii ile de ayni sartlar altinda galigilmugtir.

3.3.2.4. Doku biyosensorlerinin karakterizasyonlari

Olg¢iim arahig:

Katesol tayini i¢cin hazirlanan biyosensdrlerin karakterizasyonlarini belirlemek
amaciyla; hazirlanan her biyosensor i¢in ayri ayri standart grafikler (yerelmasi, muz
kabuklar1 ve bakla i¢in ayr1 ayri) gizilerek, 6l¢lim araliklart belirlendi. Belirlenen 6l¢tim

araliklart; Fosfat tamponunda (pH:7,5; 50 mM) ve 37,5 °C de gerceklestirildi.

Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi

Bu calismalarda belirlenen ol¢iimler, Fosfat tamponunda (pH:7,5; 50 mM) ve

37,5°C de gergeklestirildi.

Yerelmas: ic¢in, Fosfat tamponunda (pH:7,5; 50 mM) ve 37,5 °C de
gergeklestirilen denemelerde 8 uM katesol iceren standart kullanilarak 6 deneme

yapildi. Olgiimlere iliskin standart sapma ve varyasyon katsayis1 belirlendi.

Muz kabuklan ig¢in, Fosfat tamponunda (pH:7,5; 50 mM) ve 37,5 °C de
gerceklestirilen denemelerde 25 puM katesol iceren standart kullanilarak 6 deneme

yapildi. Olgiimlere iliskin standart sapma ve varyasyon katsayis1 belirlendi.

Bakla icin, Fosfat tamponunda (pH:7,5; 50 mM) ve 37,5 °C de gerceklestirilen
denemelerde 50 uM katesol igeren standart kullanilarak 6 deneme yapildi ve ayrica,
ayni sartlar altinda 3 pM L-dopa iceren standart kullanarak ise 6 deneme yapildi.

Olgiimlere iliskin standart sapma ve varyasyon katsayisi belirlendi.
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Operasvon kararhihigi

Yerelmasi, muz kabuklart ve bakla doku biyosensorlerinin operasyon
kararliliklarin1 belirlemek amaciyla yeni hazirlanan biyosensdrlerin ayni optimum

sartlar altinda her saat basinda belirli katesol standardi i¢in 6lgiimler gergeklestirildi.

37,5 °C de ve 50 mM pH:7.5 Fosfat tamponunda gerceklestirilen denemelerde;
muz doku homojenat1 biyosensorii icin 25 uM katesol konsantrasyonunda, yerelmasi
doku homojenati biyosensorii i¢in ise 8 uM katesol konsantrasyonunda, bakla doku
homojenati biyosensoril i¢in ise; 50 uM katesol ve 3 uM L-dopa konsantrasyonlarinda
calisildi. Baglangigta elde edilen biyosensdr cevaplar1 %100 kabul edilerek, 30 dakikada

araliklarla yapilan denemelerde elde edilen biyosensor cevaplari kiyaslandi.
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4. DENEYLER VE BULGULAR

4.1. Dokulardaki PPO Aktivitelerinin Spektrofotometrik Olciim Bulgulari

Biyosensorlere uygulanmak {izere polifenol aktivitesi yiliksek olan bitkisel
dokular1 belirlemek icin, hazirlanan bitki dokularinin ham enzim ekstraklarinin
spektrofotometrede katesol substrati varliginda polifenol oksidaz aktiviteleri incelendi.
Inceleme sonucunda, grafiklerden PPO aktivitesi yiiksek oldugu goriilen dokularm

toplam protein miktarlar1 ve spesifik aktiviteleri hesaplandi.

Her doku ekstrakti i¢in spektrofotometrik tarama sonucunda elde edilen veriler
yardimiyla hazirlanan grafikler asagida sirayla verilmistir. Burada kullanilan her 6rnek
icin spektrofotometrik absorbans degerleri ¢ok yer tuttugu icin; veri tablolar1 halinde

6.EKLER boliimiinde verilmistir.

4.1.1. Trabzon siyah-kokulu iiziimii

Uziim ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.1 de

goriildiigii gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artist dogru orantilidir.

0.30+

-~ 0,1mL
0.25- = 0,2mL
0.20 =~ 05mL
- 1,0mL

0.154 ‘W
0.10- = ':ﬁ:

0.05-

Absorbans
(420 nm)

000 I I I I I I I I I

Zaman (dk)

Sekil-4.1. : Trabzon kokulu {iziimii (siyah tiziim) ekstraktinin farkli hacimlerinin
spektrofotometredeki absorbans degisimleri.
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4.1.2. Yerelmasi

Yerelmast koklerinin ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri
Sekil-4.2 de goriildiigii gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artisi dogru orantilidir. Ancak,
0,5 ml ve 1 ml ekstrakt hacimlerinin absorbans degerlerinde, ortamdaki subsrat (katesol)
miktar1 az gelmesi sebebiyle substrat hemen tiikkenip, reaksiyon geri doniisiimlii

olmasindan dolay1 absorbanslarda diisiise neden olmustur.

1.2+ M o oo
- 0,2mL
0 1.04 - 0,5mL
@
S E o8] - 1o0mL
=]
9«
23 o.64
<
0.4-
02 L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman (dk)

Sekil-4.2. : Yerelmasi ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.

4.1.3. Alabas sebzesi

Alabas sebzesi ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.3

de goriildiigii gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artis1 dogru orantilidir.
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0207 o—9—o o

0.154 -e- 0,01 mL
) = 0,1mL
g T — . - 0,2 mL
S é 0.104 —~ 0,5mL
§ g - 10mL

0.05- : : . ¢ A

0-00 ] ) ) ) ) L

00 =
© -

0 1 2 3 4 5 6 10 11

Zaman (dk)

Sekil-4.3. : Alabas sebzesi ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degigimleri.

4.1.4. Alabas tohumu

Alabas tohumu ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.4

de goriildiigii gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artis1 dogru orantilidir.

1.50+
-~ 0,1 mL

1.25- W - 0,2mL
@ _ 1.00- = 05mL
g g -+ 10mL
6o 0.751
o g A—h—h—h——h——h——h————ah
a3
< 0.50-

025 -—=—8—8—==n888=n

0.00 T  p—

L) L) L) L) L) L) L) L)
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.4. : Alabas tohumu ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degisimleri.
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4.1.5. Ayva

Ayva ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.5 de

goriildiigl gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artisi dogru orantilidir.

0.354

e 0,1mL
0.30- - 02mL
0.254 - 0,5mL
_§ € 0.20- -+ 1,0mL
Eﬁ 0.15-
0-197 /.**H_H
0.05-
0-00 1 1 1 L L L L L L L 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman (dk)
Sekil-4.5. : Ayva ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.
4.1.6. Bakla

Bakla ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.6 da

goriildiigi gibi ekstrakt hacmi ile absorbans artist dogru orantilidir.

v_'_'__'_'__'-—-'-——'—'—'——'
0.4
- 0,1 mL

m 0.3 = 0,5mL
%'E . —— 1.0mL
2 c — A ~ 1.3mL
9 & 0.2
33 -
<

0.1

o-c 1 1 L L L 1

) ) ) ) )
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.6. : Bakla ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.
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4.1.7. Bezelye

Bezelye ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.7 de

verilmistir.

0.90 - 0,1 mL
s V————> ¥ v % ¥ % v -= 0,2 mL
7 - 0,5mL
0.60 - 1,0mL

0457 A—d—d——t—r——4—a—a—a

Absorbans
(420nm)

0.304

—s—s—a—s—8—8—8—a—a
0.154 o o —6—0—6—0—6—o—o—o
0.00 ) ) ) ) ) ) ) ) )

Zaman (dk)

Sekil-4.7. : Bezelye ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.

4.1.8. Enginar

Enginar ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.8 de

verilmistir.

0307 o—eo—o—o—0o—0—0o—0+—0+—

0.25- -e- 0,01 mL
0.20- = 0,1mL
t L e e e e e o — 0,2 mL
g 0154 ¥ T ) ~ 0,5mL
NS - 1,0mL

0.10-

0.05{ m—m—=—=

0-00 ] ] ] ] ] I I I I I 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.8. : Enginar ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.
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4.1.9. Fasulye (yesil)

Fasulye ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.9 da

verilmistir.

Absorbans
(420nm)

Sekil-4.9. :

0.35+

0.304

0.25-4

0.204

0.154

0.104

0.054

0.00

Fted

T 1T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Zaman (dk)

0,1 mL
0,2 mL
0,5mL
1,0 mL

Fasulye (yesil) ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki

absorbans degisimleri.

4.1.10. Giivem (barut agaci)

Gilivem ekstraktt miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.10 da

verilmistir.

Absorbans
(420nm)

1.04

0.8+

0.6

0.4+

0.2+

bhee

0.0

T T 1
10 11 12

Zaman (dk)

0,1 mL
0,2 mL
0,5 mL
1,0 mL

Sekil-4.10. : Giivem ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans

degisimleri.
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4.1.11. Kaktiis (kaynanadili yaprag)

Kaktiis ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.11 de

verilmistir.

2.0
-~ 0,1 mL
V—¥ ¥ ¥ ¥ ¥w ¥ w - ¥%_—¥
15 = 0,2 mL
0 VTl e =+ 0,5 mL
C
8 E -+ 1,0mL
5 S 1.0
29
< [T
0.5
e—o—o0—0—0—0—0—90o oo
0-0 1) L L L

) ) ) ) ) ) 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.11. : Kaktiis (kuru) ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degisimleri.

4.1.12. Kereviz

Kereviz ekstrakti miktarina bagl olarak absorbans degisimleri Sekil-4.12 de

verilmistir.
0.75+
T—0—0—0—0—0—0—0—0— -- 0,01 mL
0.60+ = 0,1mL
@ —+— 0,2 mL
8 g 0.45+ - 0,5mL
o8 v - 1,0mL
§§’, 0.30-
ka4 44
0.15-..........
c—0—0—90—0—0—0—0—0—0
0-00 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.12. : Kereviz ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.
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4.1.13. Ke¢iboynuzu (kuru)

Kegiboynuzu (kuru) ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri

Sekil-4.13 de verilmistir.

0.21- .
o184 ¥ o = -~ 0,01 mL
0.154 = 0,1 mL
E £ o4zl - 0,2 mL
- 0,5mL
§ é 0.0 |, L a—a—A—a—a

006 B mw—w—=—w—8—S—8—a—=8
0.034 *o—o—0—0—0—0—0—0—0—0

o-oclllllllllll
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman (dk)

Sekil-4.13. : Ke¢iboynuzu (kuru) ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degisimleri.

4.1.14. Lifli-kuru aloe vera (Sarisabir otu)

Lifli aloe vera (kuru) ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri

Sekil-4.14 de verilmistir.

1.54 N_._‘___‘—-—A-—-‘-—"'_"—_‘__‘ -~ 0,1 mL

- 0,2 mL
1.24 - 0,5mL

0.9-
0.6 —s—a——s———i——a
03] eo—e—o—e—0—0—0—0—0o—0

Absorbans
(420nm)

0'olllllllllll
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman (dk)

Sekil-4.14. : Aloe vera (kuru-lifli) ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degisimleri.
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4.1.15. Lifsiz-kuru aloe vera (Sarisabir otu)

Lifsiz aloe vera (kuru) ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri

Sekil-4.15 de verilmistir.

1.8
ke h——h—A—A— A -— 0,1 mL
1.5 - 0,2mL
@ 1.2 —— 0,5mL
8 E
= 5 0.9
;v 0.6~ —s—s—8—s—8—8—a—a—=
o—o—o—o—0—0—0—0—0—90
0.3+
00 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1

Zaman (dk)

Sekil-4.15. : Aloe vera (kuru-lifsiz) ekstraktinin farkli hacimlerinin
spektrofotometredeki absorbans degisimleri.

4.1.16. Anamur muzu kabugu

Anamur muzu kabugu ekstrakti miktarina bagli olarak absorbans degisimleri

Sekil-4.16 da verilmistir.

1.44 -~ 0,1 mL

1.24 = 0,2mL
@ 1.04 - 0,5mL
8 E -+ 1,0mL
Q ¢ 0.81
°8
§$ 0.6

0.4

0.2 M

00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zaman (dk)

Sekil-4.16. : Anamur muzu kabugu ekstraktinin farkli hacimlerinin
spektrofotometredeki absorbans degisimleri.
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4.1.17. Pathcan

Patlican ekstrakti miktarma bagli olarak absorbans degisimleri Sekil-4.17 de

verilmistir.

1.6
1.4 N

- 0,01 mL

1.2 -= 0,1 mL
1.0 —— 0,2 mL

g 0.8 - 0,5mL
< - 1,0mL

0.6-

0.4- -

0.2-
oo—r—>+ > - - - -

| I |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman (dk)

Sekil-4.17. : Patlican ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki absorbans
degisimleri.

4.1.18. Trabzon hurmasi

Trabzon hurmasi ekstrakti miktarina bagl olarak absorbans degisimleri Sekil-

4.18 de verilmistir.

0087 MPM

0.05- -~ 0,01 mL

0.0 = 0,1 mL

.04+ ‘_-’-_—"H’..—._—::-_H"_‘-_-’. —— 0,2 mL
g 003 L e e e —~ 0,5mL
= 0.02-

0.01-

o-oc 1 1 1 1 1 1 1 1 1

LI
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Zaman (dk)

Sekil-4.18. : Trabzon hurmasi ekstraktinin farkli hacimlerinin spektrofotometredeki
absorbans degisimleri.
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4.2. PPO Aktivitesi Yiiksek Olan Doku Ekstraktlarinin Protein tayinleri

Spektrofotometrik analiz sonucunda PPO aktivitesi yiiksek bulunan ayva,

yerelmasi, bakla ve Anamur muzu kabugu ekstraktlart Lowry yontemine gore toplam

protein miktarlar1 tayin edildi ve ilgili sonuglar Tablo-4.1 de verilmistir.

Tablo-4.1. : PPO aktivitesi yliksek olan dokularin toplam protein miktarlari.

DOKULAR Ayva Yerelmasi Bakla Muz kabugu
Protein miktarlari
(mg/ml.ekstrakt) 0,200 0,369 0,141 0,068

Ayn1 zamanda PPO aktivitesi yiiksek bulunan bu dokularin spektrofometrede ilk

3 dakikada okunan absorbans degerleri kullanilarak spesifik aktiviteleri hesaplandi.

Hesaplanan spesifik aktivite degerleri de Tablo-4.2 de verilmistir.

Tablo-4.2. : Ayva, yerelmasi, bakla ve muz kabuklarmin 20 °C de ve 0,02 M katesol
(0,02 M pH:7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis) substratina kars1 spesifik aktivite

degerleri.

SPESIFIK AKTIVITE DEGERLERI (U/mg enzim)
DOKULAR HAM ENZIM EKSTRAT DEGERLERI
0,1 ml 0,2ml 0,5ml 1ml

Ayva 300 300 170 65
Yerelmasi 3360 1626 71 8

Bakla 638 319 1 0

M
Kabffﬁlm 3677 2941 1985 1603
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4.3. Hazrlanan Doku Biyosensorlerinin Olciim Araligi Analiz Bulgular

Muz kabugu, yerelmasi ve bakla dokularinin yiiksek PPO aktivitesi
gostermesinden dolayi, katesol tayinine yonelik doku biyosensorleri materyal ve
metotlar boliimiinde anlatilan sekilde hazirlandi. Degisen katesol konsantrasyonlarina
karsihk pH=7,5; 50 mM fosfat tamponunda ve 37,5°C sicakliginda hazirlanan
biyosensorler ile reaksiyon ortamindaki ¢Oziinmiis oksijen miktarlar1 Olgiildii ve
biyosensor Ol¢iim cevaplari olarak karsilagtirildi. Ayrica bakla biyosensorii ile dogal
substrat1 olan L-Dopa substrati kullanilarak da ayr1 bir 6l¢iim alind1 ve katesol substrati

ile karsilastirildi.

Bu olglimler biyosensdrlerin dogru ve hassas Ol¢lim yapabilecekleri lineer

araliklari belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Hazirlanan biyosensorler ile elde edilen 6l¢iim araliklar: sirasiyla muz kabugu
icin Sekil 4.19, yerelmasi1 i¢in Sekil-4.20, bakla icin katesol substratli grafik Sekil-
4.21.a da ve L-Dopa substratl grafik ise Sekil-4.21.b de verilmistir.

0.3+
% 0.2
% 0.1
0.0 T T T .
0 20 40 60 80

Katesol konsantrasyonu (pM)

Sekil-4.19. : Muzu kabugu biyosensorii i¢in katesol konsantrasyonuna karsi ¢oziinmiis
oksijen degisimi.
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—_ 0.3
T
E 0.2+
g o
0.0 T T T 1
0 5 10 15 20

Katesol konsantrasyonu (pM)

Sekil-4.20. : Yerelmasi biyosensorii i¢in katesol konsantrasyonuna karsi ¢oziinmiis
oksijen degisimi.

0.4+

0.3+

AGO (mg/mL)
o
N

0.1

0.0 T T T T
0 40 80 120 160

Katesol konsantrasyonu (uM)

Sekil-4.21.a. : Bakla biyosensorii i¢in katesol konsantrasyonuna karsi ¢oziinmiis oksijen

degisimi.
0.4+
:g 0.3+
2 oo
% 0.1+
0.0 T T T 1
0 5 10 15 20

L-Dopa konsantrasyonu (uM)

Sekil-4.21.b. : Bakla biyosensorii i¢in L-Dopa konsantrasyonuna karsi ¢oziinmiis
oksijen degisimi.
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Sonug olarak; grafiklerden de goriilebilecegi gibi 0-200 uM konsantrasyonu
araliginda katesol tayinine yonelik muz kabuklari, yerelmasi ve bakla doku
biyosensorleri kullanilarak alinan dl¢iimlerden; yerelmasi biyosensoriinde 2-10 puM
katesol konsantrasyonu ile en diisiik tayin smir1 araligma ulasildi. ikinci sirada, Muz
kabugu biyosensorii 5-40 uM katesol konsantrasyonu araliginda, bakla biyosensoriiyle

10-100 uM katesol konsantrasyonu araliginda tayin siirlari belirlendi.

Ayrica, L-Dopa tayinine yonelik bakla doku biyosensorii ile de tayin sinir1 0,5-5
uM araliginda belirlendi. Goriildiigii gibi bakla doku biyosensorii L-Dopay1 20 kat daha

diisiik konsantrasyonlarini da belirlemektedir.

Hazirlanan biyosensdrler i¢inde katesoliin diisiik konsantrasyonlarindaki tayini
icin yerelmasi biyosensorii en uygunudur. Ancak, muz kabugu biyosensdriide tayin
araligi daha genis olmasi bakimindan tercih edilebilir. Ciinkii, diisik katesol

konsantrasyon degerleri bakimindan anlamli bir fark yoktur.

L-Dopa tayininde ise bakla biyosensori 0,5-5 uM L-dopa konsantrasyonu

araliginda kullanilabilir bir biyosensor oldugu sdylenebilir.

4.4. Doku biyosensorlerinin karakterizasyon ¢alismalarina iliskin bulgular

4.4.1. Lineer (dogrusal) aralik bulgularn

Doku biyosensorlerinin yukarida bulunan farkli katesol konsantrasyonlarinda
lineer araliklarin1  belirlemek amaciyla; denemeler tekrarlandi. Eksik ara
konsantrasyonlar ayni ¢alisma kosullarinda (pH=7,5; 50 mM fosfat tamponu, 37,5°C)
calisildi. Hazirlanan 3 adet doku biyosensdriinden muz kabugu doku sensoriiniin lineer
aralig1 Sekil-4.22 de, yerelmasi doku sensdriiniin lineer araligr Sekil-4.23 de ve bakla
doku sensoriiniin lineer aralig1 Sekil-4.24 de ayr1 ayr1 verilmistir. Ayrica bakla doku
biyosensoriiniin, farkli L-Dopa konsantrasyonlarinda da elde edilen lineer araligi da

Sekil-4.25 de verilmistir.
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ACO (mg/mL)

¥=0,0055x + 0,0477

ﬂ.3- 2
E=0,9064
0.2
0.1-
I]I] T T 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Kategol konsantrasyonu (pM)

Sekil-4.22. : Muz kabugu biyosensoriiniin lineer aralik kalibrasyon grafigi.

ACO (mg/mL)

0.32-

0.24+

0.164

y=0,0285x + 0,015

R:0,0001

1
2 4 6 8 10 12
Kategol konsantrasyonu (pM)

Sekil-4.23. : Yerelmasi biyosensoriiniin lineer aralik kalibrasyon grafigi.
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0.32- y=0,0031x + 0,0178
R=0,9867

ACO (mg/mL)

0.00 T T T 1 T 1
0 20 40 60 80 100 120

Katesol konsantrasyonu (uM)

Sekil-4.24. : Bakla biyosensoriiniin lineer aralik kalibrasyon grafigi.

0.32- y=10,0545x + 0,0104
R=0,080 .
~ 0.24- %
E
]
E 0.16- )
3
<] 0.08-
0.00 I I T T T .

0 1 2 3 4 5 B
L-Dopa konsantrasyonu (M)

Sekil-4.25. : Bakla biyosensoriiniin lineer aralik kalibrasyon grafigi.

Hazirlanan doku biyosensoérlerinin i¢inde L-Dopa tayinine yonelik bakla doku

homojenati biyosensorii ile (0,5 uM) en diisiik L-Dopa konsantrasyonunda 6l¢iim alindi.
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4.3.2. Doku biyosensorlerinin tekrar kullanmilabilirligi

Bu kisimda, hazirlanmis doku biyosensorlerinin  tekrar kullanilabilirligi
incelenmistir. Her biyosensor i¢in elde edilen yukaridaki lineer aralik grafiklerinden
grafiklerin orta bolgesindeki bir katesol konsantrasyonu segilerek, bu konsantrasyonda
37,5 °C sicaklikta ve 50 mM pH:7,5 Fosfat tamponlu c¢alisma sartlarinda tekrar
kullanilabilirlik 6l¢timleri gerceklestirildi.

Muz kabugu doku biyosensdrii i¢in 25 uM katesol konsantrasyonu, yerelmasi
doku biyosensorii i¢in ise 8 uM katesol konsantrasyonu, ve bakla doku biyosensorii
icin ise; 50 uM katesol ve 3 uM L-dopa konsantrasyonu kullanilarak, 30 dakika

Olciimler 6 sar kez tekrarlandi.

Bu islemler sonucunda, katesol tayinine yonelik degerler; muz kabugu dokusu
i¢in standart sapma (S.D.) + 0.3294 uM ve varyasyon katsayisi (C.V.) % 1.4, yerelmasi
dokusu i¢in standart sapma (S.D.) + 0.0746 uM ve varyasyon katsayist (C.V.) % 1 ve
bakla dokusu i¢in standart sapma (S.D.) + 0.8392 uM ve varyasyon katsayisi (C.V.) %
2 olarak belirlendi. Ayn1 zamanda, bakla dokusu i¢in L-Dopa tayinine yonelik degerler
ise; standart sapma (S.D.) + 0.0558 uM ve varyasyon katsayis1 (C.V.) % 1.8 olarak
belirlendi.

Tablo-4.3 de hazirlanan biyosensdrlerin standart sapma ve varyasyon degerleri

verilmistir.

Tablo-4.3.: Doku biyosensdrlerinin standart sapma ve varyasyon katsayisi

degerleri.

Hg;f;ttgg::“ Standart Sapma( uM ) Varyasyon Katsayis:
Muz kabugu +0.3294 uM % 1.4
Yerelmasi £ 0.0746 pM %1
Bakla-(katesol) £0.6392 uM % 2
Bakla-(L-dopa) % 0.0558 uM % 1.8
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Sonuglardan da goriildiigii ilizere elde edilen standart sapma ve varyasyon

katsayis1 degerleri kabul edilebilir sinirlar igerisindedir.

4.3.3. Operasyon kararhhg

Hazirlanan biyosensorlerin  operasyon kararliliklari, aym1 giin i¢inde ayni
biyosensorle ardi ardina ne kadar siire O0l¢lim alinabileceginin anlagilmasi acisindan

Onem tagimaktadir.

Biyosensoriin  islem kararliliginin belirlenmesi amaciyla yeni hazirlanan
biyosensorler daha onceden belirlenmis olan ¢alisma sicakliginda ve ¢alisma tamponu
icinde bekletilerek 30 dakika araliklarla, belirli bir katesol standarti i¢in (bakla dokusu
icin belirli bir L-dopa standardi icinde ayr1 bir de oOl¢iim alindi) Olclimler
gerceklestirildi. 37,5 °C sicaklikta ve 50 mM, pH:7,5 fosfat tamponunda gergeklestirilen
denemelerde; muz kabugu doku biyosensorii icin 25 pM katesol konsantrasyonunda,
yerelmasi doku biyosensorii icin ise 8 pM katesol konsantrasyonunda, bakla doku
biyosensorii i¢in ise; S0 uM katesol ve 3 uM L-dopa konsantrasyonlarinda ¢aligilmistir.
Baslangigta elde edilen biyosensor cevaplart % 100 kabul edilerek 30 dakika araliklarla

yapilan 6l¢iimlerde elde edilen biyosensor cevaplart karsilastirildi.

Denemeler sonucunda katesol tayini icin elde edilen operasyon kararliliklari;
muz kabugu doku biyosensoriiniin Sekil-4.26 da, yerelmasi1 doku biyosensoriiniin
Sekil-4.27 de, bakla doku biyosensorii Sekil-4.28 verilmistir. Ayrica, bakla doku
biyosensorii i¢in L-Dopa tayinine yonelik elde edilen operasyon kararliligi ise Sekil-

4.29 da goriilmektedir.
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Sekil-4.26. : Muz kabugu doku biyosensdriiniin katesol tayinine yonelik operasyon

kararlilig1.

120+
g 100
©
>
8 8o0-
1
:0
2  60-
o
S
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(01]
X 204

L) L) L) L) L) L)
0 60 120 180 240 300 360
Zaman (dk)

Sekil-4.27. : Yerelmas1 doku biyosensoriiniin katesol tayinine yonelik operasyon
kararlilig1.
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Sekil-4.28. : Bakla doku biyosensoriiniin katesol tayinine yonelik operasyon kararlilig.
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Sekil-4.29. : Bakla doku biyosensoriiniin L-Dopa tayinine yonelik operasyon kararlilig.

Sonu¢ olarak; grafiklerden de goriilebilecegi gibi hazirlanan doku
biyosensorlerinin hepsi, belirli substrat konsantrasyonunda 6 kez alinan 6l¢tiimden sonra

aktivitelerinde belirli miktarlarda azalmalar oldu. Hazirlanan biyosensdrler ile 30 dakika
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araliklarla 12’ ser kez alinan olgiimler 360 dakika siirmiistiir. Bu siire sonunda (katesol
tayinine yonelik) ; muz kabuklar biyosensoriinde % 45, yerelmasi biyosensoriinde %
35 ve bakla biyosensoriinde % 46 aktivite kayb1 goriildii. Ayrica, L-Dopa tayinine

yonelik bakla biyosensdriiniin aktivitesinde de % 42 azalma goriildii.
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5. TARTISMA

Fenolik bilesikler, organik kirleticilerin biiyiik bir grubunu olusturmaktadir. Bu
bilesikler pek ¢ok endiistriyel proseste kullanilmak da olup ayn1 zamanda bir¢ok dogal
organik bilesigin yikim {riiniidiirler. Belirli fenoller ve baz1 aromatik bilesikler yiiksek

toksisiteye sahip olup, kanserojen ve alerjen 6zellik gosteren maddelerdir.

Fenolik bilesik tayinine yonelik olarak spektrofotometrik, titrimetrik,
amperometrik, HPLC ya da elektrokimyasal dedeksiyon ve kemiliiminesans iceren
farkli metotlar kullanilmaktadir. Ancak, bunlar olduk¢a zaman alic1 ve 6zel ekipmanlar
gerektiren sistemlerdir. Biyosensorler bu tip sistemlere kiyasla olduke¢a pratik ve ¢abuk

sonug veren yontemlerdir.

Ozellikle ticari enzim preparatlarinin yerine ilgili enzimi yiiksek oranda icerdigi
bilinen dokularin biyobilesen olarak kullanildigi doku biyosensorlerinin kullanimi ile

hazirlanan sistemler oldukga pratik ve ekonomik tayin yontemlerini olugturmaktadir.

Bu tez projesinde Oncelikle katesol substrat olarak kullanan PPO enzimi
bakimindan zengin olan bitki dokular1 spektrofotmetrik metot kullanarak belirlendi ve
PPO aktivitesi yiiksek olan dokular oksijen elektrotu yiizeyine immobilize edilerek
katesol i¢in verdikleri biyosensor cevaplari ve tayin araliklar1 belirlendi ve

karsilagtirildi.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde gelistirilen sistemin ¢ogu laboratuarda
kolaylikla gerceklestirilebilecek 6l¢limleri miimkiin kilan pratik ve ekonomik bir sistem
oldugu ortadadir. Bu asamada 6zellikle fenolik yap1 olarak katesol (ve bakla igin L-
dopa) iceren preparatlarda dl¢limiin daha uygun olacagi agiktir. Ancak, bu durum doku
biyosensorleri i¢in bir dezavantaj olmayip, PPO gibi grup spesifikligine sahip tim
enzimleri iceren ve literatiirlerde de yaygin olarak karakterize edilmis sistemler i¢in
ortak bir problemdir. Dolayisiyla analiz sonuglarinin total katesol yiikii olarak
verilebilecegi analizlerde, herhangi bir dezavantaj bulunmamakla birlikte ucuz,
saflagtirma adimlarinin elimine edilmesi ve ticari preparat gereksinimini ortadan

kaldirmasi acisindan oldukga pratik bir sistemdir.
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Bu calismanin ortaya ¢ikis noktasi, oncelikle, PPO enzimini yiiksek oranda
iceren, tekrarlanabilirligi yiliksek Olgiimleri miimkiin kilabilecek sistemlerin elde
edilmesidir. Ciinkii ileriye yonelik planlanan ve minyaturize biyoanalitik sistemler ve
farkli komposit membranlarin bir biyobileseni olarak yiiksek PPO aktivitesine sahip
taze Anamur muzu kabuklari, yerelmasi ve bakla dokularinin gesitli fenolik bilesiklerin

analizinde kullanilabilecegi oldukga agiktir.
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6.

6.1.

EKLER

Spektrofotometrik tarama verileri

6.1.1. Trabzon kokulu iiziimii (siyah iiziim) ekstrakt degerleri

6.1.2. Yerelmasi ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
Faman Ahmnan Ekstrakt Hacimleri
(i 0,1 mL 0,2mL 0,5 mL 1,0 mL
1 0.061 0.077 0.143 0.236
2 0,065 0,081 0,147 0,24
3 0.069 0.084 0,162 0.245
4 0,074 0,087 0,157 0,251
5 0.07a 0.0M 0.163 0257
b 0,082 0,094 0,167 0,264
7 0.082 0.098 0172 0.271
g 0,084 0,101 0,176 0277
9 0.086 0.103 0.181 0.284
10 0,087 0,105 0,186 0,29
Absorbans (420 nm)
Zaman Alnan Ekstrakt Hacimleri
(i 0,1 mL 0,2mL 0,5mL 1,0 mL
1 0.358 0.425 0.878 1.216
2 0.597 0.699 0.915 1,233
3 0.729 0.785 0.917 1,208
4 0.838 0.848 0.898 1.18
5 0.882 0.85 0.876 1.168
B 0.917 0831 0.856 1.1449
7 0.938 0.807 0.846 1,137
8 0.943 0.795 0.83 1.116
g 0.943 0.7 0.818 1.111
10 0.933 0.751 0.804 1.089
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6.1.3. Alabas sebzesi ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)

Zaman

Alman Ekstrakt Hacimleri

(dk)
0,01mL

0,1

mL

0,2

mL

0,5 mL

1,0 mL

0,03
0.038
0.044
0.049
0.052
0.054
0.055
0.056
0.057
0.058

[ I W' B TR I o TR iy B oS S R ¥ S Y

0.058

0.06
0.058
0.059
0.058
0.058
0.057
0.057
0.057
0.057

0.061
0.062
0.061
0.061
0.062
0.062
0.062
0.062
0.062
0.063

0.116
0.114
0.112
0,111
0.111
0,111
0.111

0,11

0.11

0,11

0.196
0,194
0.194
0,193
0.192
0,192
0.191
0,191
0.191
0,191

6.1.4. Alabas tohumu ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)

Zaman

Alnan Ekstrakt Hacimleri

(dk)
0,1

mL

0,2

mL

0,5 mL

1,0 mL

[ I ' B TR o TR o R SN S [ Y QY

—

0,182
0,182
0,181
0,183
0,183
0,185
0,184
0,185
0,186
0,187

0.255
0,256
0.258
0,257
0.258
0,259

0.26

0.26
0.261
0,261

0.628
0,632
0.637
0,636
0,638
0,638
0,639

0.64
0.641
0,643

1,117
1,154
1,192
1,225
1,256
1,271
1.287
1,305
1,316
1,326
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6.1.5. Ayva ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)

6.1.6. Bakla ekstrakt degerleri

Zaman Alnan Ekstrakt Hacimleri
(i 0,1mL | 0,2mL 0,5 mL 1,0 mL
1 0,049 0,07 0,108 0,173
2 0,058 0,087 0,132 0,192
3 0,066 0,106 0,16 0,211
4 0,073 0,123 0,188 0,231
5 0,079 0,135 0,213 0,25
G 0,084 0,146 0,235 0,269
7 0,088 0,155 0,255 0,286
g 0,093 0,162 0,271 0,302
g 0,095 0,169 0,285 0,317
10 0,097 0,174 0,297 0,331
Absorbans (420 nm)
Zaman Alman Ekstrakt Hacimleri
S 0,1mL | 0,2mL 0,5 mL 1,0 mL
1 0,091 0,125 0,24 0,41
2 0,106 0,144 0,248 0,41
3 0,119 0,151 0,25 0.411
4 0,128 0,153 0,251 0,412
5 0,137 0,155 0,252 0.413
6 0,143 0,156 0,253 0,414
7 0,147 0,158 0,255 0.416
8 0,151 0,16 0,256 0,418
9 0,154 0,161 0,257 0,42
10 0,157 0,162 0,258 0,421
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6.1.7. Bezelye ekstrakt degerleri

(dE)

Faman

Absorbans (420 nm)

Ahnan Ekstrakt Hacimleri

0,1

mL

0,2mL | 0,5

mL 1,0 mL

L=< T = T I o R & o TR S I R (N [

—

0.123
0,123
0,122
0,121
0.121

0.12
0.121
0,121
0.121
0,121

0.198
0,195
0.194
0,192
0.193
0,192
0.191
0,191
0.191
0,191

0.443
0.439
0.436
0.433
0.433
0.431
0.431

0.43
0.429
0.429

0.855
0,846
0.843
0,839
0.835
0.831

0.83
0,829
0.827
0.827

6.1.8. Enginar ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)

Faman

Ahnan Ekstrakt Hacimleri

(dk)

0,01mL

0,1 mL

0,2mL

0,5mL

1,0 mL

L T = T = T o T & s TR SR S N A QS

—

0,031
0.032
0,035
0.035
0,035
0.035
0,036
0.036
0,036
0.036

0,052
0.054
0,056
0.058
0,059

0.06

0.06
0.061
0,061
0.061

0,077
0.078

0.08
0.082
0,084
0.085
0,086
0.086
0,087
0.087

0,161
0.161
0,162
0.163
0,164
0.165
0,166
0.166
0,166
0167

0,293
0.292
0,292
0.294
0,295
0.296
0,296
0.297
0,297
0.299
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6.1.9. Fasulye (yesil) ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
Faman Alnan Ekstrakt Hacimleri
(dio 0, 1mL | 0,2mL 0,5mL 1,0 mL
1 0,059 0,089 0173 0,318
2 0,06 0,09 0173 0,316
3 0,06 0,09 0,171 0,314
4 0,061 0,09 0,171 0,313
A 0,061 0,091 0,169 0,311
B 0,062 0,09 0,169 0,311
7 0,062 0,09 0,169 0,311
8 0,063 0,09 0,168 0,311
g 0,063 0,09 0,168 0,309
10 0,063 0,09 0,168 0,309

6.1.10. Giivem ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
Zaman Alnan Ekstrakt Hacimleri
(dio 0,imL | 02mL | 0,5mL | 1,0mL
1 0,113 0,209 0,534 0,764
2 0,123 0,227 0,551 0,795
3 0,133 0,244 0,576 0,839
4 0,141 0,259 0,601 0,87
5 ﬂ.HBl 0,273 0,627 0,9
B 0,153 0,283 0,647 0,927
[ 0,157 0,292 0,668 0,949
B 0,16 0,299 0,681 0,97
g 0,162 0,303 0,696 0,987
10 0.163| 0,307 0,709 1,001

Sayfa | 75



6.1.11. Kaktiis ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
Zaman Alman Ekstrakt Hacimleri
(o 0,1mL | 0,2mL | 0,5mL | 1,0mL
1 0,349 0,635 1,395 1,74
2 0,346 0,629 1,387 1,742
3 0,344 0,625 1,386 1,742
4 0,343 0,626 1,381 1,742
5 0,343 0,624 1,38 1,744
G 0,342 0,622 1,379 1,743
7 0,343 0,619 1,378 1,745
8 0,342 0,619 1,378 1,744
g 0,343 0,618 1,378 1,745
10 0,341 0,616 1,375 1,746
6.1.12. Kereviz ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nun)
Zaman Aliman Ekstrakt Hacimleri
(i 0,0lmL| 0,1mL | 02mL | 0,5mL | 1,0 mL
1 0,042 0,118 0,183 0,378 0,705
2 0,052 0,125 0,188 0,379 0,704
3 0,059 0,124 0,187 0,377 0,702
4 0,063 0,124 0,187 0,375 0.701
5 0,066 0,124 0,186 0,373 0.7
6 0,067 0,124 0,185 0,373 0.7
7 0,068 0,123 0,184 0,371 0.7
8 0,063 0,123 0,183 0.371 0.701
] 0,068 0,123 0,183 0,371 0,702
10 0,063 0,123 0,183 0.371 0,703
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6.1.13. Keciboynuzu (kuru) ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nun)
23_313_:1 Alman Ekstrakt Hacimleri
(i 0,1mL | 0,2ZmL | 0,5mL 1,0 mL
1 0,033 0,055 0,082 0,186
2 0,033 0,055 0,082 0,187
3 0,034 0,056 0,083 0,188
4 0,034 0,057 0,084 0,189
5 0,034 0,057 0,084 0,191
6 0,034 0,053 0,085 0,192
[ 0,034 0,059 0,087 0,194
8 0,035 0,059 0,088 0,196
9 0,035 0,06 0,088 0,198
10 0,035 0,061 0,089 0,199

6.1.14. Lifli aloe vera (kuru) ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
2%&1:311 Aliman Ekstrakt Hacimleri
0,1mL | 0,2mL 0,5mL

1 0,32 0,599 1,548
2 0,325 0,604 15
3 0,332 0,614 1,504
4 0,339 0,622 1,614
5 0,345 0,629 1,528
B 0,351 0,635 1,639
7 0,356 0,642 1,549
8 0,36 0,647 1,658
g 0,364 0,652 1,569
10 0,368 0,656 1,576
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6.1.15. Lifsiz aloe vera ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nun)
Za&nan Aliman Ekstrakt Hacimleri
(i 01lmL | 0,2mL | 0,5mL
1 0,363 0,645 1,568
2 0,368 0,652 1,584
3 0,373 0,659 1,598
4 0,378 0,666 1,609
5 0,386 0,673 1,622
B 0,389 0,677 1,629
7 0,392 0,682 1,638
8 0,396 0,686 1,647
g 0,399 0,69 1,656
10 0,401 0,693 1,665

6.1.16. Anamur muzu kabugu ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)
Za&nan Almnan Ekstrakt Hacimleri
(@0 0,imL | 0,2mL 0,5mL | 1,0mL
1 0,126 0,199 0,415 0,758
2 0,166 0,26 0,521 0,926
3 0,202 0,319 0,618 1,086
4 0,235 0,37 0,717 1,229
g 0,265 0,42 0,809 1,344
g 0,292 0,463 0,892 1.42
7 0,316 0,507 0,967 1.442
8 0,339 0,539 1.034 1.429
g 0,359 0,574 1,09 1,407
10 0,379 0,606 1,136 1,382
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6.1.17. Pathcan ekstrakt degerleri

Absorbans (420 nm)

Zaman

Almman Ekstrakt Hacimleri

(dk)

0,00lmL | 0,1 mL

0,2 mL

0,5 mL

1,0 mL

=T T-T = I N = TR L T - S I N (e

-

0,069
0.086
0,097
0.103
0,106
0.10v
0,107
0.10v
0,106
0.105

0,287
0.434
0,524

0.58
0,607
0.621
0,625
0.622
0,614
0.603

0.473
0.682
0,813
0.892
0,938

0.96
0,966
0.964
0,953
0.938

1,049
1,196
1,179
1,142
1,102
1,064
1,028
0.997
0,971

0.95

1,521
1,554
1,516
1,473
1,437
1.406
1,351
1,333
1,317
1,298

6.1.18. Trabzon hurmasi ekstrakt degerleri

(dE)

Faman

Absorbans (420 nm)

Alnan Ekstrakt Hacimler

0,1mL

0,2mL 0,5

mlL 1,0 mL

0.027
0,027
0.027
0.027
0,028
0.029
0,029

0.03

0.03
0.031

Lo T e T o B s 3 TN o s TR SN S T M TR Y

—

0.033
0,033
0.034
0.034
0,035
0.035
0.036
0.036
0.036
0.037

0.035 0.052
0,036 0,052
0.037 0.053
0.037 0.054
0,038 0,055
0.039 0.056
0,039 0.056

0.04 0.057
0.041 0.058
0.041 0.059
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